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序論
序 芸∠ゝ扇開
現代医学の 発展の基礎に は抗生物質の発見とその 有効利用が存在する ｡ 病原細菌による死亡率は半世紀前
に比較して著しく減少して い る o こ の死亡率の 減少に抗生物質の 果たした役割は大きい . 現在 の 高平均寿命
や臓器移植などの高度医療を可能にして い る基礎には抗生物質が存在する｡ 特に ペ ニ シリ ン ､ セ フ ァ ロ ス ポ
リ ンを含むβ- ラ クタ ム 系抗生物質は臨床利用抗生物質の 809も以上を占め ､ ♂- ラ ク タ ム剤なくして は硯在の
医療水準の維持は不可能と考えられる . β- ラ ク ダ ム 剤は細菌の細胞壁合成(ペ プチ ドグリカン生合成)を行
なう pe nicillin BindingPr otein s(P B Ps)を阻害し､ 抗菌作用を示す｡ β- テ クタム 剤はペプチドグリカン 合
成系の 直鎖状ポリ マ ー 形成まで の反応には関与せず､ ペプチドグリ カ ン生合成の最終段階の cross-1inkを触
媒するトラ ン ス ペプチ ダ ー ゼ反応を阻害する｡ ト ラ ン ス ペプチダ
ー ゼ反応にはDon or Peptide の C末端の
D- al狐 yl 心 alanin e末端が関与し､ ♂- ラクタム剤は D- alanyl- D - ala nin eの 構造類似体である ことから､ トラ
ン ス ペ プチダ ー ゼを競合的に阻害する o 細胞壁合成反応は細菌特有の 生合成系であり ､ D- alanyl-D - alaniふe
は細菌卵胞壁の み に存在する ことからβ- ラ ク ダ ム 剤は選択毒性の高い すぐれた抗生物質で ある ｡
これまで に使用された全ての抗菌剤それぞれに は耐性菌が出現してい る ｡ ♂- ラクタム 剤も例外で はない ｡
細菌の β- ラク タ ム剤耐性 は大きく分けて 3種類存在す る ｡ 1 つ はβ- ラクダム剤不括化酵素(β- ラクダ マ -
ゼ
,
E C 3.2.5.6)の存在 ､ 2 つ め は標的酵素で ある P B Ps の 変化による親和性低下 ､ 3 つ め は外膜透過性の
低下である ｡ その 主たる原因は細菌の β- ラクタ マ - ゼ の 産生 によるもので ある｡ β- ラクダ マ
- ゼ はβ- ラ
クタム剤加水分解酵素であり ､ 環内ア ミド結合を切断するこ とにより β- ラクタム剤を不括化する ｡ β- ラ
ク タ マ - ゼ に は染色体上に遺伝子が存在す る菌種特異的 β- ラクタ マ
- ゼとプラ ス ミド上に遺伝子が存在す
るプ ラス ミド性β- ラクダ マ
- ゼが存在し ､ 基質特異性､ 分子量などの性質が異なる多くの β- ラクダ マ -
ゼ の 存在が報告されて い る ｡ これらは基質特異性ヤア ミ ノ酸1次配列に基づき分類されてい る ｡ 現在で は
多くの β- ラクダマ - ゼ遺伝子の 塩基配列が決定されて いるので より正確なア ミノ酸配列に基づく分類が主
に採用されて い る ｡ β- ラ クタ マ - ゼはア ミノ酸配列により Figl のようにクラ ス A, B, C, D の 4種類に
分類される[2,3]o ク ラ ス A は ペ 土シリン剤を基質として好む ペ ニ シリナ
- ゼ型 β- ラ ク ダ マ - ゼで あり ､ 氏
プラ ス ミド性β- ラクタ マ
- ゼ の ほとん ど､ グラ ム陽性菌染色体性β- ラ クタ マ
- ゼおよびグラ ム陰性菌の
一 部の染色体性 β- ラ クタ マ - ゼ が含まれる ｡ クラ ス 馴 まZn
2 ＋を c ofa cterとする金属β- ラクタ マ
- ゼ で ､
非病原細菌の放線菌やグラ ム 陽性菌の 染色体性 β- ラ クタ マ
- ゼ が知られてい たが ､ 近年 ､ 伝達性の クラ ス
Bβ- ラクタ マ
- ゼが数多く報告され[4,5】, 今後､ 臨床的に問題となる可能性が高い ｡ 一 ク ラ ス C はセ フ ァ ロ
ス ポ .)ン剤を基質として好むセ フ ァ ロ ス ポリナ - ゼ型 β- ラ クタ マ
- ゼ であり､ グラ ム 陰性菌の染色体性β-
ラク ダ マ - ゼ の ほとん どが含まれる o クラ ス D はオキサ シリ ン分解型β- ラクダ マ
- ゼ であり､ 0ⅩA-1,2
と PSE_ 2が含まれる｡ これらはもとは ク ラス A に分類されて い たが ､ ア ミノ酸配列の相同性が低い ため
クラ ス D として独立 した[6]｡ こ のうちク ラ ス A, C, D β- ラ ク タ マ
- ゼ はβ- ラグタム 剤の標的酵素で ある
p B Ps と共に活性中心 にSer残基を有し､ Ser 酵素Superfa milyを形成して い る(Fig1).
クラス A
,
C
,
Dβ- ラ クタ マ
- ゼおよび PB Ps の同 一 クラ ス 内の相同性は20-80%であるが ､ 異クラス 間
の ア ミノ酸配列相同性は1%以下である[7】｡ しかし､ 各クラス を適して保存性の高い アミ ノ酸残基および配
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列が存在し､ Joris らは P B Ps の 1 つ で ある Sireplo myces R 61 D D- peptidas eの ア ミノ酸配列を基準にし
て既知のクラス A, C, Dβ- ラクタ マ - ゼ と P B Ps には7 つ の保存的なア ミ ノ酸配列(box)がある ことを示
した[8]. 特に保存性の高い Bo xII,･V, ⅤⅠⅠと後に癖能性である ことが明らかとな っ たS D N(bo x)の配列【9]
を TaLble l に示した . これらの 保存性 ア.ミノ酸は ､ これらの 酵素群の機能発現の た め に重 要な役割を持つ
と推定されたo 近年､ 高解像度Ⅹ 線結晶解析が多くの β- ラク ダ マ - ゼ およ び D D-peptidas eを材料に行な
Class BoxII S D N I】o xα Bo xV BoxV II
Cla ssA 70ser* -Ⅹ - Ⅹ -Lys
130ser-Asp- Asn
130ser- Asp- Asn
166Glu
234Lys- T hr- GI㌣
234Lys -Ser- Gly
234Arg
- T hr- G I㌣
234Arg-Ser- Gly
ClassC 64ser* -Ⅹ - Ⅹ -Lys
150Tyr- Ala - Asn
217Asp
314Lyg- T hr- Gly
ClassD 70ser* -Ⅹ - i-Lys
144TyトGly- As n
16 6Glu 214Lys- T hr- Gly
Streptmyce sR 61
D D-peptidaBe
82ser* -Ⅹ - Ⅹ -Ly$
159Tyr- Ser- As n
2 2 5Asp
298His - T hr- Gly
a :T his box w as n otr epo rted inthe refere n ce.【
8】
Table 1 Fo u r equiv ale nt bo x s of a ctiv e- site s e rin e P-1a cta m ase s a nd pe nicillin - S e n sitiv e
D D-peptidas e･ Active-siteSer areindic ated by
*
.
われて い るo その結果 ､ Ser酵素Superfamily に属する各ク ラス の β- ラクタ マ - ゼ および D D- peptida se
は Fig3 に示すように類似の立体構造をとる ことが明らかとな っ た｡ ペ ニ シリ ン認識酵素はα - ヘ リ ッ クス
含有量の多い cr- ド メイ ン(Fig3 の各酵素､ 括性中心Serの左側)とβ- ス トラ ンド含有量の多いβ- ド メ イ ン
(Fig3 の各酵素､ 括性中心Serの右側)から成り ､ その接触面 に活性中心Ser を中心とする基質結合部位が
存在 し､ 触媒反応における機能残基が集まっ て い る o ま た保存性の高い ア ミノ酸ほそれぞれ対応する類似
･ の位置に存在し､ その多くは活性中心ポケ ッ トを構成し ､ 機能ア ミノ酸と推定されて い る ｡
Ser♂- ラ ク タ マ - ゼ および D Dヰep七idaseを含む P】〕Ps と β- ラクダム剤の 反応機構は共通で Fig4 に示
した･7 シル 中間体を経由する T hre eStep. M echanis m で反応が進行する ｡ 酵素と基質β- ラクダム剤はミ カ
エ リ ス複合体を形成後､ 活性化された活性中心Ser がラ クタ ム 環内の カ ル ポ ニ ル炭素を求核攻撃し ､ ラク
10
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S70 K73 S1 38 N1 32 E1 6S tQ3 4T 23SQ236
C8assAβ-Ja c ta m a s e
2 7 0n 30 0a. 臥
Clas sC卵a cta m as e
36 0Fd40 0a.a.
p a ps(high m oI･ w eighs) 柑
5 50-I78 0a.臥
P a p(D,D-pepti 由s e)
2 70付 3 5 0a.a.
Tr a n $9tyC OSylase Tra nspeptidas e
Fig 2 S tr u c七u ral r elatio n ship betw e enβ-1a cta m r e c ogni2;ing e n 2;ym eS･
a
タム環開裂と伴い ､ ア シ ル中間体を形成する(アシ ル化反応, Fig4)｡ その後､ 活性化された水分子が再度
カ)t'ボ ニ ル 炭素を求核攻撃し反応生成物の ペ ニ シ ラ ン酸､ セ フ ァ ロ ス ボラ ン酸を放出し､ 反応が完了す息.
DD-peptidaseを含む P B Ps で は脱ア シル化反応速度が転端に遅い ため ､ pseudo-irrev e rsible にアシ ル中間
体が不活化酵素として存在する ｡ ペ ニ シ リ ン認識酵素と同様にアミド結合を切断する Serプ ロ テ ア ー ゼも
同様にア シ ル中間体を経由する 反応機構で反応を触媒するが ､ 活性中心の構成ア ミ ノ酸は類似性はなく､
ア シル化におけるSer水酸基の括性化や脱ア シ ル化の水分子の悟性化の分子機構は異なっ て い る｡ しかし､
四面体型の 遷移状態をとる ことやオキシア ニ オ ン ホ ー ル の 形成 ､ これらに伴い ､ リ ン酸誘導体やホウ懐誘
導体が阻害剤となる ことなどの共通点も存在する ｡
クラ ス A
,
Cβ- ラク夕 マ
- ゼ の触媒機構は Ⅹ 線結晶解析や部位特異的変異導入により作成された変異酵
素の解析によりい く つ かの モ デ ルが提出され て い る o ク ラ ス Aβ- ラさ夕 マ - ゼ Glu166を他の ア ミノ酸に
置換すると脱ア シル化反応速度が低下し ､ ア シル中間体が蓄積するこ とから ､ 脱アシ ル化反応は G lu
166が
水分子の求核性を上げる 一 般塩基として働くと考えられて るtlO
‾ 12]
｡ ア シ ル化反応の 一 般塩基埠Lys73 であ
るとい う説[13]と Glu166が直接[14]ある い は水分子を仲介して行な っ て い る[
15](Fig5上段)とい う説があり､
論争されて い た｡ 最近 ､ N M R による Lys73の解離定数が決定され､ 中性付近における 一 般塩基として働く
可能性が否定された【16】｡
ク ラス A に比 べ て ク ラス Cβ- ラ ク夕 マ - ゼ の 触媒機構に つ い て の研究は少 か -0 Ⅹ 線結晶解析の結果 ､
Tyr
150がアシル化､ 脱アシ ル化の両方に働く 一 般塩基として働く反応機構が提出された[
171(Fig5下段)｡ し
かし ､ Tyr
150の 部位特異的変異酵素の解抑18]で はこれを直接支持する結果は得られて･い な い o
現在､ 臨床から分離される β- ラクタム剤耐性菌の ほとん どは染色体性またはプラ ス ミド性の β
- テクタ
マ - ゼを生産して い る ｡ これらの耐性菌制圧のため多くの β- ラクタム剤が開発されたが ､ それに対する新
たな耐性菌が出現し､ 新β- ラクダム剤開発と耐性菌出現の繰り返しは現在もなお続い て いる ｡ 1980年以降
開発された第3世代セ フ ェ ム や モ ノ バク夕 ム剤はβ- ラグ夕 マ - ゼ安定性が高い ことから広く使用されて い
る o その多くは側鎖にオキシム 構造を有する ことからオキシイミノ系♂- ラ クダム剤と呼ばれ ､ Cefuro xim e
(C X M), Ceftazidim e(CA Z), Aztre o n a m(A Z T)が代表的薬剤である o オキシイミノ系β- ラ ク夕ム 剤のプロ
トタイプは第L2牡代セ フ ェ ム の C X Mで あり ､ 7位側鎖 へ の m etho去yimin o基の導入 によりβ- ラクダ マ
- ゼ
ll
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安定性が上昇し､ 1 970年代後半から使用されて い る｡ その後 ､ 第3 セフ ェ ム 剤として開発されたCA Zやオ
キシイミノ系モ ノ バ クタム剤の A Z T には m e七bo xyimino基より大きく酸性の側鎖 c arboxyprop ylo xyimin o
基が導入され ､ さら に7位側鎖末端部が P B Ps の親和性上昇 ､ 外膜透過性上身などの 効果があると い われ
る amin othias ole基に置換されさら に抗菌力 ､ β- ラ クタ マ
- ゼ安定性が上昇した. これらの オキ シイミ ノ
系β- ラクタム剤はグラ ム 陰性菌に対して特に高い抗菌力を示し ､ ♂- ラク タ マ - ゼ安定性の 高い ことから
日和見感染菌制圧の ために広く用 い られた｡ 1980年代後半からこ れらすキシイミ ノ系β- ラ ク ダム剤耐性
菌が ヨ ー ロ ッ パ を中心として主 に K. pn e um o niae より出現した ｡ これらは T E M型 ､ SH V塾 の シリ
ー ズ
と呼ばれ､ プ ロ トタイプの T E M- 1塑 ､ S ⅡⅤ-.
1型から敷か所 におけ る1 ア ミノ酸置換に よりオキシイミ ノ
系β- ラ クタ ム 剤分解活性が上昇･し､ 耐性レベ ルが最高256倍に上昇して い た[
19,2 0]
｡ 後には2 ア ミノ酸置
換 ､･3 ア ミノ酸置換変異酵素も発見され ､ オキシイミ ノ系β- ラクダム剤使用 に伴い ､ これに適応 したβ- ラ
クタ マ - ゼ が出現してい ることが明らかとな っ た ｡ これらはプ ラス ミド性であるため蘭種を越えて広がり ､
E. c oli
,
a.freu ndii, E. clo ac aeからも発見されており､ 最近で はオキ シイミ ノ系β- ラ クタム剤だけで はな
く､ ク ラブ ラ ン 酸などの阻害剤を加水分解する T E M型酵素[21】も発見されて い る ｡
本研究で用 い た Citrobacte rjTre u ndiiGN346ク ラ ス Cβ- ラ クタ マ - ゼ の 活性中心構成ア ミ ノ酸の研究
で ､ Asp
217
, Glu
219ほ Table l に示しf= Bo xV に対応する残基であるの にもかかわらず､ 触媒反応に は直
凄関与しない ことが示された[22,2 3]o 更 に興味深い ことに､ Asp217, G lu2 19における複数種類の 1 ア ミノ酸
置換変異により､ オキシイミ ノ系β- ラクタ ム剤 に対して分解活性が上昇する ことを発見したo 変異β- ラク
タ マ - ゼ遺伝子導入大腸菌はCX M の M IC が最高32倍にまで上昇し､ T E M型 β- ラ クダ マ - ゼ の ように
クラ ス Cβ- ラ タク マ
- ゼ で も1 ア ミノ酸置換に よりオキ シイミ ノ系β- ラ クタ ム 剤 に対する基質特異性拡
張が容易に起こ る可能性が示された｡ a. fr eu ndiiOS60クラ ス Cβ- ラ クタ マ - ゼ の Ⅹ 線結晶解析による
とこ の位置は活性中心辺縁部を形成し､ オキシイミ ノ系セ フ ェ ム剤の 7位側鎖近傍に位置するが ､ 悟性中
心 Ser64からは10Å 以上離れて い る ことが明らかとな っ た(Fig6).
本研究はク ラス Cβ- ラクダ マ - ゼ のオキシイ ミノ系β- ラクタム剤分解活性上昇変異の 発見から出発し ､
基質特異性拡張型 β- テ クタ マ - ゼ の 性質を理解するため ､ 次 の研究を行 っ た ｡ 1)a. fre u ndiiGN346 β-
ラ クタ マ - ゼ を材料にin vitro変異導入法に より作成した基質特異性拡張型 β- ラ クタヤ ー ゼ の性質を詳細
に解析し､ flelix 8-9 間 ル ー プ上 のア ミ ノ酸置換とオキシイ ミノ系β- ラクタム剤分解活性との相関性を検
討した. 変異酵素の 酵素化学的解析を詳細に行ない ､ オキシイミノ系β- ラクタム剤とクラス Cβ- ラクタ
マ - ゼ と の分岐塑反応嘩構を提案した . またクラ ス Cβ- ラクダ マ - ゼ で は 由1ix 8-9 間ル ー プ上 には触媒
残基がない ことを実験的に証明したo (第ⅠⅠ部)2)基質特異性拡張型 β- ラクタ マ - ゼ を生産する β- ラクタ
ム割高度耐性の臨床分離株 Enterobacte r cloac a eGCl株を発見し ､ その β- ラクタ マ - ゼ遺伝子の ク ロ ー
ニ ン グを行い ､ 変異部位を決定した｡ 部位特異的変異体を作成し ､ オキシイミ ノ.系β- ラクタム剤分解機構
に つ い て検討した.(第ⅠⅠⅠ部)3)広い基質特異性を示すprote u s v u19a ris の 菌種特異的 β- ラクタ マ - ゼ遺
伝子の ク ロ ー ニ ン グを行い ､ その基質特異性と特定部位ア ミ ノ酸の相関に つ い て研究を行っ た｡ これらの
結果と既報の Ⅹ 線結晶構造をあわせて基質特異性拡張現象の分子機構の解明を試み た ｡(第ⅤⅠ部)
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樹 料 起 源 法
且｡且 実 験 村 料
且 ･且･且 菌根とプラ ス ミド
菌 株
実験に使用した大腸菌を Table l･1 に示した｡ 遺伝子工学実験で は E. c oli T G lをプラス ミドまたは
フ ァ
ー ジ ベ クタ ー の稽主として用 い たo デオキ シウラ シ ルを含む ssD N Aの 調製には C J236株を使用した｡
Str ain Ge n oty pe Referen ce
血
TGl △(la c - pr o), s upE, thi, hsd D 5/F
′
traD 9 6,laclq,lacZ △M 15, [叫
M V l1 84
C J2 36
B M H 71-18m utS
A S 226-51
proA
＋ B
A(lac,
L
Pr OA B), a ra, strA, thi･ (Q80 lacZ △M 15), A(srl, r e- 【
2 5]
cA)306::Tnl O/F′ tr aD 36, proA＋ 才ト, la cP Z △M 15
dut-1, uno-i, r elA l, thi-1/pC JIO5(c am
rF′) 【
28
,
2 7]
A(lac･ proA B), thi, s upE, m uiS B15::Tnl O/F
/ tr aD 36
,
[26727】
proA
＋ B＋ , lacP Z) A 1 5
F
-
,
thi-1
,
thr-1
,
le uB 6, lacYl, to nA Bl, s upE44, 入
‾
,
ampC, Dr ･ K ･ Sugim oto
a mpD
Table l･1 Ge n oty pe of E. c olistrain s･
K unkel法による変異導入操作には B M H 71-1 8Zm utS株を使用した｡ 通常 ､ 大腸菌には染色体性β
- ラク夕
マ - ゼ遺伝子 a mpC が存在し､ 極微量の P- テ ク夕 マ
- ゼ を生産してい る o 薬剤感受性測定､ 酵素調製時
に は､ こ の影響を除くた め に ､ C 600株由来の a mpC 欠損大腸菌 A S226-51株を使用したo
プラス ミドとフ ァ ー ジ
pu c l18【
25]はア ン ピシリン耐性遺伝子を持つ プ ラス ミド ベクタ ー で M 13 K O7ヘ ル パ
ー フ 7
1
- ジを利用し
て ssD N Aを調製した｡ pA T 1 53はpB R 322由来の ア ン ピシリン及びテトラサイクリン両耐性遺伝子を持
つ
プラス ミドベ クタ ー で ある[28]｡ この ア ン ピシリ ン耐性遺伝子を2塩基欠失により不括化したpA T153a mp
β
は当研究室におい て既 に作製されて い る[
29]
o pHS G398､ pHSG 399はクロ ラ ム フ ェ ニ コ
ー ル耐性マ ー カ ー
を持 つ ハ イ コ ピ ー プ ラ ス ミド ベ クタ ー であL[30]. pu c4Ⅰくはカナ マ イシ ン耐性遺伝子を持つ pUC系のプラ
ス ミドで 同遺伝子の ソ ー ス として使用した ｡ pT TQ18[
3 1]は 加 プ ロ モ ー タ ー 支配の発現系作成のために使
用 したo PC F C-1 は､ p= S G 39 8 にC･fre u ndiG N 346β- ラク夕 マ
- ゼ遺伝子を含む Bam 臥 PstI断片が
19
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ク ロ ー ニ ン グされて たもの で ある ｡ pC F CI Plac- E 21 9 C[
32]は pH S G 298の 誘導体で C. Jre u ndiiGN 346β-
ラ クダ マ - ゼ遺伝子を1acプ ロ モ ー タ ー と融合しIac 調節遺伝子の 支配下にお い たもの で ある o M 13m p18､
M 18m p19はIacZ 領域中に方向性の異なる M C Sをも つ フ ァ
ー ジ ベ ク タ ー で ある ｡
1･1･ 2 培 地
臨床分離菌の琴養に は主に普通ブイヨ ン ､ 普通寒天培地(栄研化学)を伽 ､たo E- c oli AS226-51の培養
には HIブ ロ ス ､ H I寒天培地(栄研化学)0 E. coli
'
TGlの培養に は2×Y Tブ ロ ス または Y T寒天培地を使
用した｡ 酵素精製のための大量培養に は複合培地を使用した o
2xY T br oth
Ba cto-trypto n e(Difc o)
Ba c七o- ye a s七 e xtact(Difc o)
NaCl
Y Tagar
Bacto-七ry pton e(Difc o)
Bacto-yeaS七 exta ct(Difcq)
NaCI
Agar
8g
5g
5g/1(pH 7･4)
8g
5g
5g
15g/1
複合培地
Me a七 extra ct 4g
Yeast extra ct log
Poly pepto n 12g`
Glu co se lg
NaC1 5g/1 1(pH 7.4)
ブドウ糖free複合培地は複合培地からブドウ糖を除い たもの で ある ｡
1･ 1･ 3 抗 生 物 質
セフ ァ ロ チ ン ､ セ フ ァ ロ リジン ､ テト ラサイクリン は塩野義製薬 ､ セ フ ロ キ シム ､ セ フ タ ジジム は日本
グラク ソ ､ ベ ン ジル ペ ニ シリ ン
,アン ピシリン , カナ マ イシ ン は明治製菓 ､ カル ペ ニ シリ ン は藤沢薬品 ､ セ
フ ォキシチ ンはメ ル タ社､ ク ロ ラム フ ェ ニ コ ー ル は山ノ内製薬､ アズトレオナム は エ ー ザイ､ セ フ ォ キシチ
ン は甫有 ､ クラブラ ン 酸はス ミ ス■クライン ビ ー チ ヤ ム ､ カ ル ペ ニ シリ ン ､ ス ル バ クタム はフ ァ イザ ー の各製
薬会社から分与された純度の明らか なも･の を用い た . 本研究で使用したβ- ラクタム剤の構造をFigl･1 に
示した ｡
2 0
1 ･1 実 験 材 料
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1･ 1｡4 試 薬
試薬類とその略号は実験方法の 各項 に付記 した｡ 特 に表示の ない 限り特級試薬を用 い た ｡
制限酵素はベ - 1)ン ガ - ･ マ ン ハ イ ム ､ 宝酒造 ､ ニ ッ ポ ン ジ ー ン ､ Ne w England Biolabs､ B R L(Bethesda
Res e arch Labor atories
,
In c.)､ 東洋紡漬より購入 した. α -[32p]d C T P(400 Ci/m m ol)はア マ - シ ャ ム から ､
シ ー ク エ ン ス キ ットはSequ en as eV r12･0(東洋紡演)､ BeaBest D ide oxySeque n cing K it(宝酒造)を 馴 ､た.
1･2 遺 伝子 工 学
1･2･1 D N A調製法
菌体 D N A調剃
E. clo acae, P . v u19a ris からの菌体 D N Aは Ow e nらの簡便法[33]で調製した . 10ml のHIプ ロ ス 培養
菌液から集菌し ､ 1×SE(150m M NaCl, 100m山E D T ApH
.
8.0)で 菌体を洗浄した｡ R Nas eA 50p g/ml
を含む S E T Buf･(150m M NaCl, 15m M E D T A, 60m M Tri告- H CIpH 8.3)で菌体をサス ペ ンド後､ 終洩
度1%になるように S D Sを加えて ､ 37
o
C で 30分間保温した｡ Pr otein aseK を50FLg/mlとなる ように加
えて ､ さらに37
oC30分間保温した｡ 等容量の CI A Aを加えて ､ 混合 し遠心後 ､ 水層に1/2容量の 7.5 M
酢酸ア ン モ ニ ウ ム を加え ､ さらに 0.5 4容量の イ ソプ ロ パ ノ ー ル を加えて D NA を沈殿させ た｡ D N Aは エ
タノ ー ル で 2回洗浄後､ 減圧乾燥した ｡
プラ スミド D N A調製
alk al in elysis 法を用い て調製した. 通常はβ- ラクタマ - ゼ遺伝子導入大腸菌を 2×Y Tブ ロ ス で3- 6時
間培養し､ エ ツ ベ ンド ル フチ ュ ー ブ を用 い て約 3ml の菌液から簡便法により調製 した｡ 塩基配列の決定に
用いる場合は､ 得られた D ⅣAを5 0〃1 の T E(終濃度 o･olmg/ml R N As eA を含む)に溶解し37
｡C で 30
分間保温した o 更に20%ポリ エ チ レ ン グリ コ ー ル/2.5 M NaClを30FLl加え混合し ､ 氷中1時間放置した
後遺JL(18,000×g, O
cC
,
2 0 min)して完全に上清を除き ､ エ タノ ー )i, でリ ン ス し D N Aを回収した . D N A
の収量はア ガ ロ - ス 電気泳動で分推し､ エ チジウムブ ロ マ イドに よる D N Aバ ン ドの染色像から推定した ｡
s sD N A調製
プ ラス ミド(pU C l18)保持した E･ c oliT G l株を2×Y Tブ ロ ス(K M 25FLg/mi含有)に接種し､ 3 7
o
C で
OD800- 0･1 まで培養したo ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ M 13Ⅰく07を m .o.i. = 10- 20 で感染後約1時間ゆ っ くり振
盗培養し K Mを70pg/mi となる ように添加 ､ さらに 14- 18時間培養を続けた ｡ フ ァ ー ジ洛菌液を遠心 し
て(18000×g' 20
o
C
,
15min)菌体除去後 ､ 1/5容量の 20% ポリエ チ レ ン グリコ ー ル/2.5 M NaClと混合し室
温で 15分放置したo 遠心(18000×g,20
o
C, 15 min)により上清を除去後 ､ T E But. 200pl に懸濁し Tris飽
和フ ェ ノ ー ル抽出により除タン パ クを行 っ た. エ タ ノ ー ル 沈殿に より D N Aを回収し T E Buf. に溶解後 ､
260n m 吸光度を測定し10D260- 40p g/mi D N Aとして濃度を決定したo
1･ 2･ 2 制限酵素反応
制限酵素反応はメ ー カ ー 添付の
●
緩衝液を用い て行 っ た o 制限酵素は特に断らな い限り ト20u nits の酵素
を用 い ､ 必要に応じR Na seA を終浪度q･2 〃g/〃1加え1 2時間以上反応させ完全消化した｡ D N A断片は
stop申e solutio nを加えて アガ ロ
- ス 電気泳動で分離後 Ge n e cle anKit(Bio 101)や QI A E X Kit(QI AG E N
22
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Inc･)による精製後 ､ あるい はフ ユ ノ ー )i, -CI AA 抽出により除タ ン パ ク処理後エ タ ノ ー )i/沈殿により D N A
を匝川又して 組み換え実験に使用 した｡
部分切断は ､ 1 時間で目的とする制限部位が切断される条件下で反応を行 っ た｡ ア ガ ロ - ス 電気泳動で
切断状態を確かめ反応条件を設定した｡
1･ 2･ 3 D NA の 電気泳動
制限酵素反応液に stop dye solution を 1/5容量加えて反応を停止 し､ o ふ1%の ア ガ ロ - ス ゲ ル を用
い て T A E Buf･(40m M Tris- a c etate pH 8･0, 1m M E D T A)中で ､ サブ マ リ ン型 A H- 13(和科盛)は 80 V,
Mupid-2(コ ス モ バイオ)は100 Vの 走電圧で電気泳動を行っ た｡ 泳動後ゲル を1〃g/ml エ チ ジウ ム ブ ロ マ イ
ド水溶液中で20分間兜色し､ 数回水洗して余分の 漁色液を除い た. トラ ン ス イル ミネ 一 夕 - (C-61UL T R A
V IOL E TSP ROD U C T S)によりゲ ル下面から 302n m の U Vを照射して D N Aバ ンドを観察し写真撮影に
より記録した｡ 各制限酵素断片の サイズは ､ サイズ マ - か - として入フ ァ ー ジ D N A のEc oR l- H indIII消
化物を同時に泳動し算出した｡
且･ 2･4 ライゲ ー シ ョ ン
P he n oトCI A A で除タ ン パク後 ユ タ ノ ー )i,沈殿 で回収､ ある い はア ガ ロ - ス ゲ ル で分離､ 精製後の D N A
断片を用 い たo ライゲ - シ ョ ン 反応はD N A Ligato nKit(宝酒造)または Ligation Pa ck(日本ジ ー ン)を巧
い て行 っ た ｡
1･ 2｡ 5 形 質 転 換
CaCl2法を用 い た｡ CaC12溶液は50m M 濃度を使用した ｡ 目的の 遺伝子が導入された大腸菌の コ ロ ニ ー
は ベ クタ ー プ ラ ス ミドの持つ 薬剤耐性マ ー カ ー に加え､ 必要に応じて CE Tを加えて薬剤入り寒天平板上
で選択した ｡
1･ 2･ 6 オリ ゴ DNA
オリ ゴ D N A の合成は C Y C LON E Plus D N A/R N A Synthesiz er(M illigenBiose r ch)を用 い て合成する
かサワデ ー テクノ ロ ジ ー に合成を依頼した. 必要に応じて か - ト 1)ッ ジカラ ム , Poly- PakT M cartrige(Glen
Res ea rchCorporatio n)による精製を行な っ たo Ku nkel法 ､ Eckstein 法に用い る場合は5'リ ン酸化の後 ､
使用 した｡
1･2･ 7 塩基配列決定法
ア ル カリ変性したプ ラス ミド D N Aを鋳型 として dide oxy chain ter min atio n法で決定した｡ 適当なプ
ライ マ ー を用 い て 20cm x40cm xO.35m m の 6%アクリル アミドー8 M尿素ゲル を用い ､ 宝酒造の T A K A R A
V 臥2 型泳動槽を使用 し2000 V の定電圧で約 ト5時間泳動を行っ た. 泳動後ゲ ルは固定液(
■
10% メタノ ー
ル/10%酢酸)中で 15分間固定し ､ 水に15分間捜した後乾燥し､ 室温で オ ー ト ラ ジオグラ フ イ - を行 っ て
バ ン ドを検出した｡ Ⅹ 線フ イ ル ム は Kodak X- Om at RP 丘1m X R P-1を使用した｡
1･ 2･8 P C R
PCR は M iniCyclerT M(m odel P TG-150: MJRes e arch･ In c･)を用い て行な っ たo Taq D N Apolymer ase(
東洋紡績)と添付の 10× Buf. を用 い て通常100〃1の ス ケ ー ル で反応を行な っ た｡
23
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1｡ 2･9 変 異 導 入 法
Ku nkelは m utan -K Eit(宝酒造)､ 甲ckstein 法は 01igo n u cle otide-directed in vitrom utagen esi syste m
(A m ersba m)を用い て行な っ た｡ メ ー カ ー の指示書に従い ､ 行な っ た｡
第4章で行な っ た部位限局ラ ン ダム 変異導入法は Hir oseらの方法[34,3 5]を 一 部改変して行な っ た o
P C R法をもち い た変異導入法は第6 章で はOverlap Exten sio n法[3
6
,37]
､ 第 7章で は M odiBcation- of-
Restrictio n-site法【38】を用 い て行な っ た｡ 各方法に つ い て は各章にそれぞれ示 した｡
且｡3 生化学的方法
1･3･ 1 租酵素抽出液の調卦
プラ ス ミ ド保持菌を適当な抗生物質を添加 した H Iブ ロ ス また は普通ブイ ヨ ン 培地 10ml に播種し
OD610- 1･0 まで琴善したo 遠心集蘭後(1,20×g, 4
o
C, 5min)菌体を P BS- Mg Buf.(13m M NaP BpH7.0,
0･68%
,
NaCl
,
1m M MgS O4)で洗浄 し､ 再び遠心集菌して得た菌体を 50m M NaP Bp‡王7.0 に懸濁 して
So nifier(c ell disruptor20, Bran s o n)を用 い て氷中破砕したo 遠心(18,000×g, 0
o
C, 20min)により細胞
破砕断片を除去した上清を租酵素液とした｡
1･3･2 酵 素 精 製 法
プ ラス ミド保持菌培養液3- 15 1から得た菌体より適当な抗生物質を添加した培地中､ 37
o
C で 一 晩培養
したプラス ミド保持菌液を複合培地 12 1中に 1/50容量加え､ o D610- 1.0 となるまで振漁培養した｡ Ia c,
ね c プ ロ モ ー タ ー を利用した発現系を利用 した場合は O D610- 0.8 で I P TG を終濃度1m M となる ように加
えて更に Ⅸト16時間振盈培養した｡ 遠心集菌後(13,000×g, lo於, 4
o
C)P B S- Mg Buf. で懸濁 し､ 再び遠心
(13,000×glo於, 4
oC)集菌したo 菌体は50m M NaP BpH7･0 で懸濁 し､ フ レ ン チプレ ス(press u re1,000)
で破砕したo 破砕液は 一 皮遠心(20,000×g, 20分, 4℃)して未破砕の菌体を除い た後､ 超遠心(H I T ACH I
85H 2 70T ロ ー タ ー 180
,
00×g ,1hr)で上清を回収した. 超遠心上清はカラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ ー を行な
うための緩衝液で透析を行な っ た o カラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ ー の 条件は各章に示した｡
1･3･ 3 SDS- ポリア クリ ル ア ミドゲル 電気泳動
La e mmi i の方法[39]に従 っ て行 っ た o タ ン パク試料に同量の S ample Buf. を加え ､ 密封して 1 00
o
C で 4
分間加熱処理し泳動に用 いたo 泳動は12%アクリル アミドゲ ル(75×95×1m m)､ 垂直型ス ラブ電気泳動装
普(マ リソ ル)を用い 25m A 走電洗で室温 にて行 っ た｡ 染色は次の 四段階で行 っ た 0
1･ 25%is opr opa n oト0･025% c o o m assie brillia ntblu e-10%酢酸混液で 20分間固定染色
2･ 1 0%isopr opa noト0･025% c o o m assie brillia ntblu e-10% 酢酸混液で 20分間固定染色
3･ 0･0025% co o m assiebrillia n七blu e- 10%酢酸混液で 20分間固定染色
4. 10%酢酸溶液で脱色
1･ 3･ 4 等電点電気泳動
泳動装置はA T TO社製sJ-1 071を使用 したo 支持体として5%ポリアクリルアミドゲル(110m 血 ×110m m x
lI Ⅷ 1)を用い ､ 両性担体にはA mbholin e(L K B)pH 3･5 -9･5を終浪度2.7%となる ように加えた｡ 電極液は陽
棲側に1 M ‡Ⅰ3PO4 ､ 陰極側には1 M NaOE を用 い たo soov､ 定電圧で 1時間前泳動を行な っ た後 ､ ゲル
上 に酵素試料を載せて 10m A 定電流で電圧が1000 Vに達するまで泳動し ､ その後は1000 V走電圧 で 4時
2 4
1･3 生化学的方法
問泳動したo ゲ ル 上 の β- ラ ク夕 マ - ゼは1mg/n1 の FR 18419の活性染色 ､ またはS D S-P AGE と同様に
c o ol na SSie brillia ntblue に よる決色で検出した ｡
1･3･ 5 蛋白質定量法
Low ry ら の 方法[
40】に従 っ て行 っ た｡ B S Aを標準タ ン パ クとしてタ ン パ ク濃度を算定した ｡
且･ 3･6 β- ラ クタ マ - ゼ活性測定法
すべ て の酵素反応は特に記載がな い 場合は50m M NaP BpH 7.0中30
o
C で行 っ た｡
ミク ロ ヨ ー ド法
β- ラクタ マ - ゼとβ- テ クタ ム 剤との反応生成物がヨウ素を定量的に還元する性質を利用した β- ラクタ
マ - ゼ括性測定法である o Sa w aiらの方法[4 1,4 2]に従い ､ 200〃M ､ 測定波長5 95n m で日立 220A 型分光光
度系で測定した｡･本研究で使用したβ- ラクダ ム剤の F 値を Table l･2 に示したo β- ラ ク ダ マ - ゼ活性単
位(1 u nit)は1分間に1〃m ol の基質を分解する活性を示す｡
β-1a cta m s ど v alu e
C E T 2 A 2
CX M 2.19
CA Z 1.81
P C G 3.80
A PC 3.89
Table l･2 T he lis七 of Fvalu e s ofβ-1a cta m s.
町 Ⅴ 法
酵素による基質のβ- ラク タム環開裂前後の U V吸収の変化を利用 して活性を測定する方法である｡ 酵素
反応は50m M NaP B(pI王7.0)中で行い ､ 各吸収波長に おける薬剤の吸光度の 減少を連続的に測定して 1分
間の OD 変化量を求め ､ △eを用 い て分解基質濃度に換算した. 測定は恒温装置の つ い た日立 220A塾また
は U 3300型分光光度計で行っ た｡ Tablel･3 に各β- ラク夕 ム 剤の測定波長と△Eを示 した｡
K m , kc at, K il直の決定
U V法で酵素反応が完全終了まで観察で きる場合は反応曲線を積分型Linew e a ver- Bur汝 Plotを用い た On
Lin e法によりkcat
,
K m 億を決定した ｡ 反応速度が遅く､ 完全分解曲線を得られない場合は【S]o ≫ K i の
条件で初速度を決定し ､ こ れを Vm a又と近似し､ 酵素濃度で 規格化して kcatとした o 基質親和性が十分
低い 場合にはSo < ∬ m ･ 1/1 0 の基質濃度における反応初速度の 基質渡度依存性を解析した ｡ 直線性があ
る場合は傾きからkc at/K m 億を決定した｡ K i値は良好基質CE T盲基質として 阻害剤共存下の反応初速
度から見かけの ∬ m 値を決定し ､ 2次プ ロ ッ トより算出した ｡
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β-1a申 m s W a vele ngth(n m)
血 叫 和
CE T 265
CX M 260
C A Z 26 0
AZT 318
P CG 232
A PC 230
A E
E d
7200
95 00
10 250
860
940
581
Table l･3 T he lis七 of △e ofβ-la c七a m s･
1･ 4 細菌学的方法
1･4 ･1 菌 種 同 定法
臨床分離株の 蘭桂岡定は､ エ ン テ ロ チ ュ ー ブ II?(日本ロ ッ シ ュ)を用 い ､ マ ニ ュ ア)I, に記載された方法
で行っ た｡
1･4･ 2 薬剤感受性測定法
寒天平板希釈法で行っ たo ⅡⅠブ ロ ス中で OD610≡ 1.0 まで培養した被検菌株を H Iブ ロ ス で 1 00倍希釈
後､ その 5 plをミク ロ プラ ン タ ー (Ty pe M I T-P 佐久間製作所)を用 い て 2倍希釈系列の薬剤を含む HI
寒天平板に接種し､ 37
o
C で 18時間培養後､ 菌の成育を判定した . 薬剤感受性レ ベ)I, は最小発育阻止濃度
(M I C)で示した.
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殴鳳覗2且9変異釣基質鴇異性亀ニ卑見る影響
C. Jre undii ク ラス Cβ- ラクタ マ
- ゼ の Glu2 19は類縁酵素間で保存性が高い Box V 酸性ア ミ ノ酸の候
補で ある ｡ しか し､ こ の ク ラ ス Cβ- ラ グタ マ - ゼ より作成した E 21 9Ⅰく変異 β- ラ ク ダ マ - ゼ はもう1 つ
の Box V の酸性残基候補 Asp
2 17変異酵素と同株に C E T に対する括性低下はほ とん どなく､ こ の 2残基
は触媒反応には直接関与しない こ とが示されて い る【22.2 3]o 一 方､ E219Ⅰ(変異β- ラクタ マ
- ゼは本来クラ
ス Cβ- ラクタ マ - ゼ が分解不可能なオキシイミノ系β- テクタム割に対して高い 分解活性を示した. G lu219
変異が基質特異性に与える影響を調 べ るため に既 に作成したLys 変異酵素以外にCys, Gln, Trp に置換し､
酵素化学的性質を解析した ｡ 置換ア ミ ノ酸の性質とオキシイミ ノ系β- ラクダム剤分解活性上昇との相関性
を検討するために熟安定性と Cys特異的な蛋白修飾剤4- chlo ro m erc u ripbenylsulfonic acid(CIHgPbS O)の
影響を調べ た｡
望 ･且 変 異 導 入
変異導入はM 13-CF C-1を鋳型にEckstein 法により行っ た. 使用したオリゴD N AはE 21 9 C:3
'
- T T G A A C T
GCGGA C G C G G A T A C C G15', E 219 W:3
'
- T T G A A C T G C G G A C C C G G A T A C C G-5
'
,
E 219Q:3
'
- G A A C T
GC GGGT TC GGAT A-5' の 配列をも っ たもの を合成し､ リ ン酸化した後に用 い た｡ 変異処理後､ 得られた
プ ラ ー クより D N Aを調製し､ 塩基配列を確認した後､ 変異β- ラク夕 マ
- ゼ遺伝子を含む Ec oR l- H indIII
フ ラグメ ントを pH SG398に再クロ
ー ニ ン グし､ PC F C-E 219 Ⅹ( はQ, C, W)を作成した.
望 ｡望
.
酵素化学的性状
pcFC-E 219 C, W , Q, K を E. c oli AS226-51 に導入し ､ 租酵素抽出液中の β- ラ クタ マ
- ゼ活性を各基
質(C E T, C X M, A P C)200〃M の 条件下ミク ロ ヨ ー ド法で測定した ｡ また A Z Tは50〃M の基質濃度で
ロⅤ 法で活性測定を行っ た｡ 菌体タ ン パ ク質当たりの比悟性を良好基質 C E Tを100としたときの相対値
で Table 2･ 1 に示した｡ 良好基質 C E T に対する分解活性は全 て の変異酵素で野性型とほぼ同じで あ っ た ｡
K m も野性塑とほ ぼ同じで Glu219は良好基質加水分解反応には機能して い ない と結論づ ける こ とができ
る . こ の ことは Glu219が触媒反応に直接関与はしない とい う以前の知見を支持するもの である ｡ オキシイ
ミ ノ系β- ラクタム剤の C X M に対する β- ラ クタ マ
- ゼ活性は Gln< Cys<Lys<Trpの順に野性塑の 40-10
5
倍に上昇した｡ こ の順序はオキ シ イミノ系モ ノ バ クタム 剤の A Z T でも同様であっ た｡ 水素結合能力や電
荷 ､ 疎水性などの側鎖の 性質との相関性は無く､ 側鎖の容量との相関性が高い と考えられた｡ C X M, A Z T
との反応で は g m , K i倦も上昇する傾向にあり ､ オキシイミ ノ系β- ラクタム剤分解活性上昇は基質親和性
低下を伴っ て い た｡
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Relativ eV m a x with K m(Ki)with
β- La cta m as e C E T CX M A P C A Z T C E TCX M
W ild 100(1･9*) 0･001
E 219Q 100(1･4) 0･04
E 21 9 C 100(1.9) 1･3
E21 9 K 1 00(1.5) 4･8
E 219 W 100( ･64) 107
0.62
0.78
0.52
0.48
2.7
10
- 5
n .d.
0.02
0.04
0.06
1 9
19
28
34
6
(0.008)
(0.0 21)
11 0
1.9
130
Table 2･1 丑fFe ct ofa min o a cids ubstitutio n a七 po si七io n2 19 o nt he e n 方y m e Cha r a cteristics
ofc ephalo spo rin a s e. P-1a ct am as eactivity w a s m e a su red u sing c elle xtr a cts of E･ c old A S22 6-51c ells
harbo urlng the wild
-type or m uta nt ge n es･ T he en zym e9SS ay W asperfor m ed by 七he rnicr oiodo m ctric
m ethod with 200〃M C E T, C X Mand A PC a nd U Vspe ctrophotom etric m ethod wi七1150〟M A Z T･ T he
V m a xis e xpress ed as aper centage ofc ephalo th in hydrolyslis. T he en zym e a ctivity inthe crellextr a ctis
show nin par enthes es. T he K m w asdetermin edby the U Vspe ctrophoto m etric･ m ethod a ndt･hell
'
i w as
determin ed･by the micr oiodo m etric m etよod,Ti七h ceph alothin asthe s ubstra七e･
*
,
u nits/mg pr otein ･
2･3 変異酵素の熟安定性
変異酵素の 30
o
C にお い ては安定で 1時間以内酵素活性の低下 は観察されなか っ た ｡ 変異酵素の 50
`'
C に
おける酵素活性の経時変化を観察した(Table 2･ 1). 租酵素抽出液を 50m M N a P BpH 7.0 中 50
oC で保温
し､ 経時的に残存β- ラクタ マ
- ゼ活性をCE T 200pM を基質として ミク ロ ヨ ー ド法で測定し ､ 時間0を
100% とした相対値で示 したo 50
oC における変異酵素の 安定性は W ild- G ln>Cys>Trp>Lys であ っ た. こ
の順序はほぼオキシイミノ系 β- ラクタム 剤分解活性上昇と逆相関であ っ た｡ 容量の大きなア ミノ酸を導入
する ことで活性中心ポケ ッ トの構造が歪み ､ 熟安JIE性が低下 しする ことが予想されるょ この ような活性中
心ポ ケ ッ ト の 構造的変動が変異酵素の オキシイ ミ ノ系β- ラ クタ ム 剤分解活性 の 原因と考えられた｡
2 ･4 E21 9 C変異酵素に対する Cys修飾試薬 C IHgP h SO の影響
前節で は Glu219の他ア ミ ノ酸置換に よる オキシイ ミノ系β- ラクタ ム剤 - の 基質特異性拡張はその置換
アミ ノ酸の種類による特異性が低か っ たo これは種々 の異なる原因により引き起こされる Ⅱelix 8_9 間 ル ー
プ の構造的変動が基質特異性拡藻の原 因である ことを示唆して い る ｡ こ の影響を更に調べ る ためにタ ン パ
ク質修飾剤CIHgP hSO の酵素活性に与える影響を調べ た｡ CIHgP hS O の構造を Fig2･2 に示す｡ 本節の実
験は全て精製酵素を用いて行 っ た｡
2･ 4･ 1 E 21 9 C変異酵素の精製
pCF C-E 219C の β- テクタマ - ゼ遺伝子の 開始コ ドン をIa cZ の開始 コ ド ン と同 一 にする ことで E 219C
変異酵素の発現をIa cプ ロ モ ー タ ー 支配 とした高発現ベクタ ー pCF CIPlac- E 219C[32]を用い て以下の よう
に酵素を調製したo PCF C-pla c-E219C をE･ c old AS226-51 に導入 し､ 5 1 の培養液から租酵素抽出液を調
製し､ C M-SephadexC-50イオン交換ク
.
ロ マ トグラ フ 1
.
- とSephadexG-75ゲ ル ろ過カ ラムク ロ マ トグラ
フ ィ ー により精製を行っ たo SD S- P AGE のバ ン ドから95%以上の純度で ある ことを確認した ｡
30
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･1 T he r mal in a c七iv a七io n of t he wi1d-ty pe a nd m u七a n七 e n zym es at 5 0
o
C ･ T he wild-ty pe
e n zym e(○) and the fo u r e n zym es, E 219Q(㊨), E 219C(△), a nd E219 K(A) and E219 W(□), w er e
in cubated in 50m M s odiu m pho sphate, pI‡7･0? at50
o
C for a n appropriate period･ Afterin c ubato n,
the r esiduala ctivity w as m easu r ed at 30
o
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F ig 2
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2･4･ 2 E219C 変異酵素の C l‡鞄PhS O による修飾
c. fre u ndii G N 346β- ラク夕 マ - ヤにはCys残基が存在しない ため CIHgP hS Oの標的は Glu2 19の み
である｡ E 219C 変異酵素との反応の ClⅠ‡gP hS O濃度依存性を調べ た｡ ll.8FLM の精製 E 219C 変異酵素
1 0
一 へ
80邑
:抄l
董 60
O
巾
届 40
コ
■
田
'
蒜
Be
O 2 0
0
0 1 0 2 0
C)MgPhS O(紳醐)
Fig 2･3 E fFe ct of七he C l王IgP hS Oco n c e ntr atio n ofthe E 21 9C e n zy m e･ T he puri 鮎dE 219 C
en zym e(11･8FLM)w asin ctlba七ed with CIHgPh SO,fr o m0-20FLM,in 50m M s odiu m phosphate buffer,
pH 7･0) at30
o
CforlO min ･ T he re m aln lng e Zym e activity w asthe n mea su redby 七he micfoiodo m etric
m ethod
,
with cepbalotbin as the s nbstrate.
を 30
o
C 50m M NaP BpH7･0 中o- 20pM の CIHgP hS O と混合 ､ 保温し 1
■
0分後にCE Tを基質として
ミク ロ ヨ ー ド法で残存活性を測定した｡ 終濃度12.5〃M 以上の CIHgP b SO と反応させた時に残存活性が
29%と ‾ 定の億とな っ一たo 1 2･5 pM 以上の CIHgPhS O濃度で は10分以内にCIHgP hS O による修飾反応
が飽和したと考えられた o CIHgP bSO15〃M の場合 ､ 修飾反応は1分以内に完了して い る ことを確認し
たo また同 一 条件で野性型酵素も反応を行い ､ CIHgP hSO が酵素悟性に影響を与えない ことを確認した o
E 21 9C- CIHgP h SO複合体は形成後 5時間経過後も残存活性は変化せず､ 失括や回復がなく複合体の安定
性が確認された｡
E 219 K変異酵素の CIHgP hSO による修飾で は 29%の CE T分解活性が残 っ て い た . こ の 事実は 1)醍
象CIHgPb SO複合体が100%形成され ､ その酵素活性が 29%の 活性を残して い る o 2)CIHgP b S O による
E 219 C変異酵素修飾反応は71% 以上 は反応は進行せず､ 29%は遊離酵素として存在する｡ と い う2 つ の考
え方が可能で ある o こ れを確認するため に ､ E 21 9C- CII‡gP h S O複合体を単離 し水銀量を定量した o 23.7
pM の E 21 9C変異酵素と50pM のCIHgP hSO を50m M NaPB 中 30
o
C 30分間保温した後 ､ sephadex
G-25ゲ ルろ過カラムク ロ マ トグラ フ ィ ー に より遊離の C 旧gP h SO を除去した ｡ 水銀重量は還元気化法に
より定量し､ E 219 C変異酵素のタ ン パ ク量はケル ダ ー ル 法による 窒素含量を定量し決定した｡ こ の結果
1 m ol の E 219C 変異酵素に対して 0･96印 01 のCIHgP hSO が結合して い たo その分子比はほぼ1 : 1と考
えられ ､ E 219C 変異酵素は C 旧gPb SO 修飾後も約 30%の C E T分解活性を保持して い る ことが明らかと
3 2
2･ 5
な っ た｡
c l‡鞄P h S O修飾による E 2 19 C変異酵素の基質特異性変化
G lu219変異によるオキシイミノ系β- ラ クタ ム 剤に対する基質特異性拡張要因がGlu219を中心とする Helix
8-9 間)i, - プ の構造的変動で ある ことを確かめ る ため に CIHgP hSO 修飾を施した E 21 9 C変異酵素の 酵素
化学的性状を ミク ロ ヨ ー ド法で調 べ た o C IHgP h S O修飾によ っ て C E T分解は約 30%に低下した. その
K m は非修飾 E 21 9 C変異酵素とほぼ 同様であ っ た ｡ C E Tと同様 ､ ペ ニ シ l) ン剤である A P C分解活性も
約 30%に低下 した｡ 一 方､ オキシイミノ系β- ラ ク ダ ム剤で ある C X M分解活性は1.5倍に上昇したo GE T
分解で は E 219 C変異酵素は野性 型酵素とほぼ同じ括性を示し ､ CIHgP hS O修飾に より1/3 に低下した o
一 方 ､ CX M分解で は E 21 9C 変異酵素は野性型酵素の約 1000倍に活性が上昇し ､ 更 に CIHgPh S O修飾
により1.5倍に上昇した｡ こ の こと はオキ シイ ミノ系β- ラ ク タム剤分解活性上削まHelix 8-9 間 ル ー プd)
G lu2 19付近を中心とした領域に構造的な乱れを生じる ことにより引き起こされるという坂説を支持するも
の である ｡
ClⅠⅠgP hS O 伊Lacta m as e a ctivity with Km with
tr e atm e nt G E T C光m Ar c CE T
Untr eated 67 1.1 0.3 28
Tr eated 20 1.6 0.15 20
Table 2･2 丑 恥c七 of C I HgP h S Oo n七he 五219 Ce n 2;ym e. T he purified E 219C en zym e(11･8 pM)
w asin cubated with 25pM CIHgP hSO in 50m M NaP B, p‡Ⅰ7･0, at30
o
C for30min, andthe re m alng g
a ctivityto w ardthefo urβ-1act am s was m e asu red bythe microiodo m etric m ethod, with 200pM rest)ective
substr ate. As a c o ntr ol, the enzym e w asin cubated witho ut CIHgP hSO. T he K m for ceph alothin w as
deter min ed a sdescribed in thelegend to Table 2･1･
望 ｡5 考 察
c x Mは7位側鎖にオキシ ム 構造を持ち ､ β- ラ グ タ マ - ゼ に高い 安定性を持つ オキシイミ ノ系β- テクタ
ム剤のタロ トタイプの β- ラクタ ム 剤で 1970年代後半に開発された｡ 以降1980年代にはい っ て 開発され
た第3世代セ フ ェ ム の多くはβ- ラクダ マ - ゼ安定性を高める目的で 7位倒鎖にオキシ ム構造を導入して い
る ｡ しかし ､ 第3世代セフ ェ ム の 使用量の増加とともに耐性菌が高頻度に分離されるようになり臨床上問
題にな っ て い る ｡ 特に ヨ ー ロ ッ パ で は K. pn e ur'w nia eや E. c oliから1983年以来多くの第3牡代セ フ ェ ム
耐性菌が臨床現場から分離されて い る ｡ それら はプ ラス ミド性クラス A 基質特異性拡張型β- ラクダ マ
-
ゼ を生産し ､ オキ シイミノ系β- ラクタム剤高度耐性を獲得して い たo こ の基質特異性拡張型
･β- ラ クダ マ -
ゼ は T E M型ある い はSHV 型, O HI O型と呼ばれ ､ もともとオキシイミノ系β- ラクク マ
- ゼ分解括性が低
いプロ トタイプの β- ラクダ マ
- ゼが存在し､ はじめは1箇所 ､ の ちには2箇所以上のア ミノ酸置換によ っ
て オキシイミ ノ系β- ラクタ ム剤高度耐性を得て い る ｡ こ れら酵素にはβ- テ クタ ム剤耐性を引き起こすア
ミノ酸置換の ホ ッ トス ポ ッ トが存在する ｡ 例えば T E M型 のシ リ
ー ズ で は TEM -1型 β- ラクダ マ
- ゼ をプ
ロ トタイプとして G ln39
,
Arg
43
,
M et69, Glu
lO 4
,
Arg
164
,
Asp
179
, M et1
82
, Gln
205
, Ala
237
,
Gly
238
,
Glu240
,
Gly
242
,
Arg
244
,
T br265
,
Asn27 6の 置換の 組合せ によ っ てオキ シイミノ系β- ラ クダ ム 剤ヤ クラブラ ン酸など
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の β- ラクタ マ
- ゼ阻害剤に親和性が低下 ､ ある い は分解活性が上昇し､ 耐性を獲得した例が報告されて い
る｡ 発見された置換残基はほとん どが1種類の ア ミノ酸置換に限られて おり本研究の結果とは異な っ て い
る. またその分子機構に関する研究もー Ⅹ 線結晶構造とコ ン ピ ュ
ー タ ー グ ラ フ ィ ッ クス や部位特異的変異導
入法を用 い て研究されてい る ｡ それによるとこれら残基の多くは活性中心ポケ ッ トを形成あるい は間接的
に影響して おり､ 基質との直接的な相互作用 が推定される残基も多く存在する ｡
c. fre u ndiiGN 346ク ラス Cβ- ラクダ マ
- ゼ で は Asp
217変異【22]､ あ る い は Glu210の Lys 変異〔23]8=よ
りオキ シイミ ノ系 β- ラクダム剤に対して基質特異性拡張が起こる ことは既 に報告されて い る ｡ 1990年以
降､ ク ラ ス Cβ- テクタ マ - ゼ の 高解像度の Ⅹ 線結晶解析による 3次元構造が明らかとな っ て い る o 1 9 0
年に発表された C. fre u ndiiク ラス Cβ- ラク ダ マ
- ゼ の 結晶構造【17]で は Asp
217
, Gl11219は Hclix 8と9 を
結ぶ長い ル ー プ領域に存在する. そ･ の後 ､ E. clo ac ae P 99クラス Cβ- ラ クタ マ - ゼを材料に更に高い 解
像度の Ⅹ 線結晶解析を行っ た Kn oxらはこの間に小さな Helix を見出して い る【4
3]
｡ ser64に液も近接する
の は Asp217であるが 10Å以上離れており､ こ の周辺領域はゃフ ァ ロ ス ポリ ン剤の 7位側鎖の 近傍に位置
し､ 活性中心ポケットの辺綾部を形成して い る . Helix 8-9間 ル ー プに相当する クラ ス Aβ- ラクタ マ
- ゼ の
領域はJ?ル ー プ であり､ その頂点部分には触撮残基 Glu166が存在する o こ の 近傍に存在する クラ ス A/ヲー
ラクダ マ - ゼ基質特異性拡張のホ ッ ト ス ポ ッ トは Arg
184の Ser置換が報告されて い る o Sow ekらによると
1 64位の アミ･)酸置換は活性中心ポケ ッ トから柾れてい ることを理由に間接的影響と結論して い る[44】｡ し
かし ､ Ⅹ 線結晶構造で は､ Arg
164と Glu167の間には電荷を伴う水素結合が存在し ､ {2ル ー プ の形態を保 つ
ため の残基で ある ことが明らかに な っ て い る〔45
-4 7]
｡
本研究で はア ミ ノ酸置換によ? て引き起こされる変化とオキシイミ ノ系β- ラクダム剤分解性上昇との相
関を調べ るため に実験を行 っ た｡ Glu219変異の ア ミノ酸の性質とオキ シイミノ系β- ラ ク タム剤分解性との
相関性は低か っ た｡ その中で最も相関して い る と考えれられたア ミノ酸の性質は側鎖の容積だっ た｡ 更に
E 219 C変異酵素を CIHgP b S O で Cys
2 19の側鎖の容量を増やすと CX M分解性はさらに増加した ｡ またそ
の C X M分解性は熟安定性の低下との関連が示唆された ｡ 以上の結果と Asp217, Glu2 19と複数位置で複数
種の アミ ノ酸置換により基質特異性拡張が起こる ことな どからオキシイ ミノ系 β- ラ クタ ム剤分解晒性上昇
は基質構造の 一 部とア ミノ酸側鎖との 直壕的相互作用 による もの で はなく､ 変異による静電的環境や立体
障害など種々 の 要因による Helix 8-9Pp5)レ
- プの コ ン フ ォ メ - シ ョ ン変化が原 因で ある と考えられる o ま
たク ラ ス AP- ラグタ マ - ゼ の Arg
164変異部位周辺の構造的情報を加味すると ､ Helix 8-9 間)t' - プ の自由
度の上昇あるい は運動性の上昇な どがオキ シイミノ系β- ラ クタム剤分解性の上昇に つ ながる ことが予想さ
れる ｡
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Ser 酵素ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー を形成する クラス A, C, Dβ- ラ クダ マ - ゼ およびp B Pの 4 グ)I,
- プ の ペ
ニ シ リ ン認識酵素間の ア ミノ酸配列相同性は1%以下である ｡ しかし ､ す べ て?グル ー プ に共通に存在す
るモ チ ー フ やア ミノ酸が存在し､ 酵素の機能に重要な役割を担 っ て いると考えられてい る. Joris らはこれ
らの ア ミノ酸配列を整理し ､ ペ ニ シ リ ン認識タ ン パ ク の ア ミノ酸1次配列のア ライメ ントを行い ､ 保存性
Bo xを提案し7=[8]｡ これによるとク ラス Aβ- ラクタ マ
- ゼ で 触媒反応に重要な役割を担 っ て い る Glu166
に相当する クラ ス CP- ラク タ マ - ゼの残基は Asp
217である . しかし ､ こ の 2残基後には Glu219が存在し､
ク ラ ス A, クラ ス Cβ- ラクダ マ - ゼ のアミ ノ酸配列相同性の低さから､ こ の残基が Glu
166に相当する可能
性 も考えられた｡ 前車の実験より､ こ の 2酸性残基は直接触媒反応に関与して い ない こ とが明らかとな っ
た. しかし､ これら残基が存在する Helix 8-9 間ル ー プは50残基と長く､ 217, 219位以外にも酸性残基が
存在する ｡ また ､ 相同性 の低さから1次配列からの 予測が立体的な保存性を反映してい ない可能性も考え
られる ｡ そこで こ の 領域の アミノ酸配列の アライメ ン トを Ⅹ線結晶解析からの情報を加味した形で見直し､
BoxV の酸性アミ ノ酸候補として Glu195およびGlu205を見出した. これらア ミノ酸を Ala, G ュn, Lys にそ
れぞれ置換し､ これら残基の機能に つ い て検討した｡
3｡ 且 3次元構造の 重ね合わせ
ク ラス A
,
Cβ- ラクタ マ
- ゼ の ア ミ ノ酸残基の立体的保存性を検討するために両酵素の立体構造の重
ね合わせ を行 っ た o ク ラ ス Aβ- ラクダ マ - ゼとして S. a u r eu sP Cl♂- ラクタ マ
- Jtf[45,4 6]､ ク ラ ス Cβ-
ラ クタ マ - ゼとして C. freu ndiiOS60β- ラクタ マ - ゼ【
171q) Ⅹ 線結晶解析の構造デ ー タを利用した o S･
a u r e u sβ- ラクタ マ
- ゼ の構造が P D B(3 B L M)に登録されて い る座標デ ー タを利用 したo C･ fre undiiβ-
ラ クタ与 - ゼ の 座標デ ー タは文献のス テ レオ図から復元 し､ 利用した ｡ 重ね合わせは Cα原子のみ を対象
と し､ クラ ス Aβ- ラ クタ マ
- ゼ の Ser70､ Lys
73
､ As n
132
､ Lys
234とそれぞれ対応する クラス Cβ- ラクク
マ - ゼ の Ser64､ Lys
67
､ Asn
152
､ Lys
31Sを最小二乗法により重ね合わせた o S･ a u re u sPC-1 クラ ス Aβ-
ラクタ マ - ゼと C. fre u ndiiク ラ ス Cβ- ラ ク タ マ
- ゼ の立体構造を最小二乗法で重ね合わせた帯果を全体
像で Fig3･1 に ､ 活性中心付近を Fig3･ 2に ス テ レオ図で示した o ア ミ ノ酸残基数が少ない 点線で示した
クラス Aβ- ラクタ マ
- ゼ の ほうが ひとまわり小さい 以外は高い類似性を示して い る . 活性 中心付近の触媒
残基の Cαの位置は､ ほぼ 一 致して い た. クラ ス Aβ- ラクタ マ
- ゼ の Glu166に最も近接するクラス Aβ-
ラクタ マ - ゼの ア ミ ノ酸残基は Asp
2 17で あり､ こ の領域はクラス A, Cβ- ラクタ マ
- ゼ共に ル ー プ構造を
と っ て い る ｡ 残基間距離 ､ 1次配列の相同性の 両面から G lu
166の対応残基は Asp
2 17の可能性が高い . しか
し､ こ の領域はクラス A, クラ ス Cβ- ラクダ マ
- ゼ間で最も構造的に異なる壕所であり､ その方向性が正
反対である . また Herzberg らは こ の領域が非常に flexible で ある ことを報告して い る【
47】
o こ の ように立
体構造の重ね合わせから ､ こ の領域を単純な1次配列の相同性のみから対応ア ミノ酸を決定するこ とは危
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Fig 3
･ 1 α - C arbo nba ck bo n e c o mp aris o n of七he S･ a u r e u sP C Icla s sA P-la cta m a s e(dot ted
lin e)a nd t he a . fr e u ndii O S 6 0cla s sCβ-1a c七a m a s e(s olid lin e)･ Ser70, Lys73, Asn132a nd Lys2 34
of the classA e n zym e w e r e s uperim pos ed uponSer
64
,
Lys
67
,
Asn15 2 a nd Lys
315ofthe cla ssC e n zyll l e
at theCα positio n, r e spe ctiv ely･ T he positio n s ofthe r espectiv e amin oa cids ar eden?ted byitalic(class
A)or bold cbar ac七ers(classC)･
3･ 1･1 アライメ ント の作成
解析対象として以下の β- ラクダ マ - ゼ配列を利用 した ｡ ク ラ ス A β- ラクタ マ - ゼ : Eshe rishia c oli
SH V-1, Eshe rishia c old S壬IV-2, Enterobacier clo ac ae OHIO-1, Klebsiella o xyto caE 23004, Eshe rishia c ol-
i T E M-1
,
Pse udo m o n as ae ru9in os aPSE-4, R hodobacte r c aps ulatu sSP IO8, Ba cillu s ce re us5/B ty peI,
Bacillu s ce re us569/H9type I, Bacillu s ce re us569/H typeIII, Bacillusliche nifo r mis 749/C, Strept-
myces c ac a oi DSM 4005 7, Staphylo coc cu s au re u sPC-1, Streptmyces albs G, Streptmyc es a u reofacierLCe,
K lebsiella pn eu r,w nia eL E N-1 の1 6種. クラ ス C β- ラクタ マ - ゼ : Enterobacter cloac a eP 99, Ente r-
obacte r cloa ca eM N H l
,
Citrobacte rfreu ndii O S60, Esherishia c oli K12, Se r r atia m a ree scen s S R 50 の 5
種類｡
まず, 同 一 グ ル ー プ に属する β- ラクタ マ - ゼ の配列をその類似性 から配列解析 ソ フ トパ ッ ケ ー ジ G C G
中の ソ フ トウ ェ ア PileUp[
48,49]を用 い てア ライメ ントを行 っ た o クラ ス A, ク ラ ス Cβ- ラク ダ マ - ゼ の 同
一 グ ル ー プ内の ア ミノ酸配列の相同性はそれぞれ2 0% 以上､ 60% 以上であり[7]､ 次にクラ ス A と C の β-
ラクタ マ - ゼ 間はほとん ど相同性がないf=め ､ 前述 の立体構造の重ね合わせから得た空間的 に最も良く対
応するア ミ ノ酸同士を配列上の 対応とした｡
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3･ 1 3次元構造の 重ね合わせ
K2 34
E 166S
D217
E 1 95
E2 0 5
S 70
L 6 2 78
K 73
E 20 5
16 6
%
D217
rJ
E1 9 5
21 9
S 70
L62
2
K 234
7 8
K 73
エ
S22 6
Fig 3
･2 C o mpa ris o n of poly pep七ide s egm ents n e a rthe a ctiv e- site serin e betw ee n 七he
S. a u r e u sPCl a nd a . Jr eu ndii O S60β-lac七a m a s e s. The α- c a rbo nbackbo n es aresuperim posed
a sdescribed in Fig3
･ 1
, a nd de noted by a tllin line(classA)a nd a tbik line(classC)I
前述の ようにクラス A, ク ラ ス Cβ- ラ クタ マ - ゼ 間の ア ミ ノ酸1次配列相同性は立体構造上の対応を反
映して い ない 部分が存在する ｡ こ の ような配列からアライメ ン トを作成する ために前述の 立体構造の重ね
合わせを利用した｡ はじめに2次構造の対応を行 っ た｡ 重ね合わせで 2次構造が空間的に最も良く対応す
るア ミ ノ酸同士 を配列上の 対応とした ｡ こ の際 ､ 構造からの ア ミノ酸の対応を1 つずらしても大きな違い
が生じない ような対応が暖味な領域で はそれぞれのアミノ酸の性質も考慮したo 次に2次構造を結ぶ ル ー
プ領域の対応を行 っ た｡ 短 い ル ー プ(以下 にあげ る以タtのもの)に つ い ては､ で きるだけ 挿入/削除 が少な
くなるよう合わせ た｡ 以下にあげる ル ー プ領域 はそれぞれの判断基準に 基づ い た｡
◎ G lu82- T hrl18
ヘ リ ッ クス Ll19ⅠくA LIEASM T Y(S. a u re u s)と L
IO6L H L AllO(c.fre u ndii)とが空間的に対応する.
しか し､ そ の 前に存在する ル ー プ領域は全く異な'る位置に存在するため ､ こ の)i/
- プ領域の アライ
jン トを行うことが困難なため ､ 適当に配置してある .
◎ Le u155- T hr182
s. a u r e u sクラ ス Aβ- ラク夕 マ
- ゼの Glu166が活性に重安な残基で あることからク ラス C♂- ラク
タ マ - ゼ でも酵素反応に必須の 酸性残基が存在すると俊走した ｡ 活性中心 Ser84の Cα から10Å以
内に存在する Cα を持 つ 残基は ､ Glu61, Asp
217
,
G lu219の 3 つ である o 前述のように ､ こ の なかで
空間的に Glu16 6に最も良く対応する残基は Glu
219であるが ､ こ の 領域 はae xybile である ｡ 溶液中
で の 構造､ ある い は基質と結合した際の コ ン フ ォ メ - シ ョ ン変化などによ っ て ル
ー プ の方向性の転
移の 可能性を考える と ､ Glu195ある い は Glu205が Glu
166 に相当する可能性がある ｡ さらに ､ これ
ら2残基のうち､ Glu205を対応させ た場合には､ 構造に影響を与えると考えられるクラス A, クラ
ス Cβ- ラク夕 マ - ゼ 間で保存性が高い Pr o
174(s･ a ure u s)がア ライメ ン トに存在する こと ､ またク
ラス A の Glu166直後の Ile167- pr o168間の シ ス 結合がク ラ ス IC では Gly に対応させ るこ とができ ､
折れ曲がり構造に保存性が推測できる ｡ 以上の理由から ､ ク ラ ス Aβ- ラク夕 マ
- ゼ Glu166に対応
3 7
第 3章 B o立 V 酸性ア ミ ノ酸の検索
するクラス Cβ- ラクタ マ
- ゼ の ア ミノ酸残基はGlu205と考えた o
◎ Le u208- Asp
228
こ の領域も広域的には上記の Le ul ㍍しT hr
182から続い ており方向性が逆転して い る o 便宜的に この
両端の ヘ リ ッ ク ス部分を反転させて対応させ た｡
以上の結果､ 完成したア ライメ ン トを Fig3･3 に示した｡ クラス A β
- テク夕 マ - ゼ Glu186の対応残 勤まク
ラス Cβ- ラクダ マ - ゼ の Glu
195ある い は Glu205で ある可能性を考え ､ 以‾Fの 実験を行っ たo
3｡2 G 且u195,G且u
205変異 β- ラクタ マ ー ゼの解析
dlu195ある い ほ Glu205が必須残基である可能性を検討するため ､ この 2残基の持つ 水素結合能力を残し
た中性残基の Gln, 電荷を逆転きせた Lys, 倒鎖の影響を除くための Ala にそれぞれ置換した変異酵素を作
成しそ の性質を解析した｡
3･2･ 1 部位特異的変異導入
変異導入に使用したオリ ゴヌクレオチドの配列を Table3･1に示した｡ これらは Cycloll ePllSD N A/R.N A
Synthesiz er(M illige n, Biose arch Co.)を用 い て合成し ､ カ ー トリ ッ ジカラ ムで精製した後に使伺したo 部
位特異的変異導入は Eckstein の方法で行 っ た o PC F C-1(a.fr eu ndiiβ- ラ ク ダ マ - ゼ遺伝子)を鋳型として
Substitution
Plas mid 0ligo n ucleo七ide prl m er
A min o a cid Codo n
PC FC- E 195Q
PC F C- E 195 K
PC F C- E 195 A
PCF C- E 205Q
PCFC- E205K
PCFC- E 205 A
5しAGT T T T T T TGT TC G G C TT TG C G G- 3'
5L A G T T T T T T TGT TCTG CT T TG C G GT3'
5しA G G C T TC CCT TG GC G〟工A GC -3'
5しAG G C T T CC T T TG C GA T AG C-3'
5しAGG C T T C C C T T T G C G 〟 m G C- 3'.
5しA GG CT TC C C G G CC GA T AGCT 3'
Glu うGln
Glu ) Lys
Gln ぅAla
Glu l Gln
Glu lLys
Glu う Ala
GA AICAA
GA Aぅ A A A
GA AI G C C
G A AI C A A
G A AI A A A
GAA＋トG C C
Table 3･1 Mutage nic pm m e r s u s ed fo r site - dire cted m utage ne sis a nd c odo n s cha nged in
●
the m uta nt pla 8 mids.
Glu195
,
Glu乏05を Gln
,
Lys, Ala に置換した変異酵素遺伝子を Eckstein 法により作成した.
革･ 2･2 MIC お よびβ- ラクタ マ - ゼ活性
作成した変異遺伝子を E･ c oli A S 226-51殊に導入し､ 各種β- ラクタム剤の M IC を測定した. また変異
遺伝子を導入した E･ coli A S226-51株より粗酵素抽出液を調製し1 ミ ク ロ ヨ ー ド法によりβ- ラク ダ マ - ゼ
活性を測定した｡ これらの結果をTable 3･2 に示した｡
前章で論述した Asp
217
,
G lu219変異と同様､ 全て の Glu195
,
G lu205変異遺伝子導入大腸菌で クラ ス Cβ-
ラクタ マ - ゼ の良好基質である CET のM IC の顕著な低下は観察されなか っ た o また ､ β- ラクダ マ - ゼ
括性も最も大きく低下した E195 A変異酵素でも1/2程度であ っ た｡ 以上より ､ こ の 195位 ､ 205位の Gl｡
は触媒反応に直接関与はしない残基であることが明らかとな っ た ｡
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3･2 G lu
19 5
,
G lu2 05変異β- ラク タ マ ー ゼ の解析
1
2
3
4
5
6
C A N NQTNASQ
. ‥ ‥ ‥ E E R
‥ ‥
‥ . D E R
‖ ‥ ‥ . D K R
N N H P V TQ Q L
K KQP V TQ QT L
T G K P = T 苫Q L
C SA A= T M.
A D A SL R Y.
熟T YT AG GL P L
A T Y T A G G L P L
A T H T. S G L P L
. . . E P 玉T L V K
P AE E N E K T E 凹 RD D‥ . ‥ ‥
. .
.
. . . . .K E
. ‥ ‥ ‥ ‥ A A K T EQ Q工A D =
. . A PQ Q=N D =
. . AQQ QDI DA
67 70 73 82
F P M 凹S T F K V L
F A F AST = KAIJ
F濫L GS T騨野
F濫L GS V S K T F
F瓦v GS L S K T F
QV P D E V K SS S
FV P D D V TN N A
L C G AV LS R V D
T VG VL LQQK S
G V L G G DA =A
A T L AV YAQ Q
Q
D L LR F YQNWQ
QL 凹A Y Y R ÅWQ
V K D A E DQL G.
F 且R L E E F D
V E R T = T PL = E
V . ‥ =QP工JM K
.A R V G Y = E L D L N S G K = L E S FR P.
. A K L G I F A L D T G TNR T V . A Y R P.
. 且星王立E 巳+ 泣虫T KS G KB W N S.
.E 233 LJ m K A D = A
Q QEr P G 虹ÅV A V = YQG . K P Y Y. F T W G Y A D = A
K YG VPG MA=A V S VDG . KQ Q= . Y P Y G V A S KQ
103 119
A GQEQL G RR = 8 Y SQND L‥ .
Z E D. .IJNQR = T Y T R D D L. . .
Y N E. . L N Kg E. _旦= N K D D I‥ .
R G E I K L S D P
R G E = K L S D P T
C?S K L S FE:D P A
PQW T P G AK R L
PA W A P G TQR L
P KHPAG SY R V
T K YWPE L TA K
S H Y L PD V R G S
130 132
S D N T A A N L L L
S D N AAQNIJ= L
S D
Y
Y AN S S=GL FG
YSNL G I GM L G
166 1S2
. H V T R L D R W.
. E VTNP E R F.
. R V ℡N P V R Y.
QP L K L A H T W =
QPIJK L A H T W I
P A L G 凹S H T YV
TV PQS EQK NY
NV PA芯EKNY
QV P A AQ 脚 Y
‥ ‥ ‥ EP E I+
‥ ‥ ‥ 題p E L
‥ ‥
‥
選I E L
A W G Y. R茸G K P
A W G Y. R遜G KA
AQG YS KDDKP
NE AI PND E R D
N E VN PG E TQD
N Y Y S PK S K K D
V HV SPGQLDA
vftVS P G ALDA
VRVNP G PIJD A
. .
.
. . T T
. . . . .T S
. . ‥ 豊丘T
R A YG VKS
冨A Y G V KS
Es y G = RS
p A
且R
諾
工E
且R
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L A S RQ QL = D W 凹EA D‥ ‥ ‥
SE K R E L L = D W 凹ⅩR N‥ ‥ ‥
QS旦+ 出藍王‥
QQG =QLAQS R
‥ ‥ S V ÅC R R
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= A D K S GAGE R
V 且D K T GA A S.
又貼道ぷ迫冬= T
ユ瓜Z丑基望塩S 旦. .
m K T G ÅT. .
W Y N K T G S T. .
Y WQT . . . . . .
WP R R TSV = T S
.G D姓監C良L G W
.G D凹YQGL GW
ÅGA F TQD LtqW
. K V A G P L L R S
. T T G D A L = R A
. . . . .
. . . . K S G D T L;
迎 叩PL
V ETSPV ℡EXH
VN YN P = TE K H
V A YS p エ
QW N G =. . .
A F D G V. . .
T T =. . G G P K E
ⅨQ工 ‥ G G P E S
. G
K P S G M S
AL A V K PSG LS
凹I A A RSI+DQP
A比良T T L RR L L
A LV T S LRA F A
D M A R WVQSNL
D L I R Y LD ÅN L
A L p且G‥ , ‥
G V P D G. . . . .
V P K D. . . . .
A A L P A V E V
E M L D W P V N P D S = = N G SDNR= A L AA R PV KA =
EN Y PY PVE LS R L = E GN N ÅG凹 = MN GT P A TA =
. G S R G r = A A L G P D G K PS R = VV = Y T T GSQA T
y G TRND= A = = WP. P K G D P V V L A V L S S RDKK
y A 迎 基巴L ヱPE GOS EP韮 + 近江巴望折D N K
G G迅 ≡凸辺£立
G G F G S YV A FI
G G F S でYÅV F 工
1)E.colt T E N-1
4)C.Pe undiL
'
G N 346
P E KN‥ ‥ LiG_ m ‥
P E K E. . ‥ IJG = Ⅴ班L A‥
P A K N. .I ‥ = A V EM LLA ‥
2)B.1iche nlforTT!is749/C
5)E,c olt K 12
M D E RN RQ= A E = G 且SL =i(BW.
D A K Y D D K L = A E A T m K A L
S DEP Nn
. N R S Y
. N K N Y P N P A R V t) A A WQ= LN AIJQ
. N R W F P N D D R V E A A Y H = 工Q L E
LIT DGM T V R E L
V D T G 凹T L K E L
V G E DI T
. T L L H L
. S L L N L
155
L T A FL
L K E E L R
F EQA MQT
F =QA 凹EQ
T G E L LT.
L E D K L P.
A N G X L S.
G D
G D
G D
V L
V F
M L
K P L D= N E E TL
Q QV m ‥ ‥
.
‥
‥ . ‥ W F
‥ ‥ . ‥ . WE
. . . . . . . .Y&
N P P V P A V K AS
T PP T P AV RA S
T PPQP EIJR A G
N 凹N G K
R R. ‥
3)S.a ur eu sP Cl
6)S. m a rc es ce nsS R 50
Fig 3
･3 A min o a cids cqu e n c eal ign m e nt ofthe C ･ fr e u ndiiβ
-la cta m ase with ?the r丘v e
p-1a cta m a s e.: 1)RT E M-1,[50] 2)B･ lichenifor mis 749/C,[
5 1] 3)S･ aureu SPCl,[
52] 4) C･ freindii
G N 346
,
[53] 5)E. c oliK 12,[
3] 6)S. m a r c e s c e n sS R50･[
54] T he shado w ed and u nderlin ed r egionin the
s equ e n c es ofthe P C land GN 346e n zym esindic ate α
-helices andβ-stra nds, respectiv ely,theindic ations
being m ade o nthe ba sis of the results ofcrystal1ogr aphi
c studies･[U ,4 5] Boldchar actersden ote Glu61
(A B L 67) andpossible c ou nterparts to Glu
166in the classC e nzyrpe･ T helo op regio n e x amin ed in this
studyis boxed.
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第 3章 Bo x･Ⅴ 酸性ア ミ ノ酸の検索
Ceph alothin Cefu r oxim e
Ⅱost sもrain β- La c七 am a segen e MIC Activity ･ M IC ActivitJy
w il
l
d 80 0 1.6 50 N.D .
E195Q 80 0
E195 K 160 0
E 195 A 1600
AS226-51
7.9×10
‾ 1 50 N.D .
8.8×10
- 1 50 N.D .
8.2×10
- 1 50 N.D .
E 20 5Q 1600 1.0
E 205壬く 1 600 9.8×10
- 1
E 20 5 A 1 600 1.0
50 N.D .
50 N.D .
50 N.D .
T G l
D 21 7E 1600 1.6
D 217 T 1 600 1.7
D 217 K 1600 1.3
200 7.0×1 0
J2
50 4.7×10
- 2
400 8.6×1 0
- 2
A S226- 51
E 21 9Q 1600 1.4 50 5.2×1 0
‾ 4
E 219 C 1600 1.9 800 2.5×1 0
- 2
E 21 9K 800 1.4 1 600 7.3×1 0
- 2
E 219 W 800 6.4×10
‾ 1 400 6.8×10
- 1
TG1 6.3 N.D . ≦0.2 N.D .
A S226-51 ≦0.8 N.D . ≦0.8 N.D .
M IC:p g/me Activity : u nit/mg pr otein
Table 3･2 M ICle v els andβ-1a cta mas ea ctivity of E･ c olistrain sha rbo u ring 七he wi ld七y pe
o r m uta ntβ-1a cta m a s ege n e s･ M ICs w ere m e a s ur ed bythe seri alaga rdilutio n method. β-1a ct am as e
a ctivityin s o nical 1ydisrupted ba cteri alc ells w as m eas ur ed bythe micr oiodom etric m ethod with 200/lM
ofe adl S ubstrate.
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3･3 考 察
また､ Asp
217
,
Glu219変異酵素で観察されたオキシイミノ系β- ラ クタム剤 - の基質特異性拡張は､ Glu195,
G lu205変異β- ラク タ マ - ゼ で は観察されなか っ たo オキシイミ ノ系β- ラ ク タ マ - ゼ のプ ロ トタイプで あ
る CX M の M I Cは Asp
2 17
,
G lu2 19変異遺伝子導入大腸菌では最大16倍に上昇し ､ その β- ラ ク タ マ - ゼ活
性も検出可能な レ ベ)i,ま で上昇する ｡ - 方､ Glu195, Glu205変異遺伝子導入大腸菌に対する CXM の M IC
は野性型と同じで ､ そ の β- ラ クタ マ - ゼ活性も野性型と同様検出限界以下で あ っ た｡
3 ｡3 考 察
Ser酵素ス ー パ ー フ ァ ミリ ー を形成する β- ラ クタ マ - ゼ およ び P B Ps はそれぞれ の クラ ス 間 の ア ミノ
酸配列相同性は1%以下で ある ｡ しかしながらその立体構造は非常に類似しており ､ α, βドメイ ンの イン
タ ー フ ェ イ ス 部 に活性中心がある点やその 2次構造の 構成な どに共通点が多い . さらに相同性が低い ア ミ
ノ酸配列間に も共通 ､ ある い は性質の似てい るア ミ ノ酸が存在する ｡ 保存性の 高い領域は保存性 Bo xとし
て Jo ris らによ っ て分類され ､ その触媒反応 へ の寄与が推測されてい た ｡ さらに近年発表された Ⅹ 線結晶
解析の 結果から ､ これらの残基はほとんどが悟性中心ポケ ッ トを構成して いる ことが明らかとなっ て い る ｡
本研究で は立体構造を最小2乗法で重ね合わせた結果､ クラ ス A, C間の触媒残基がほとんど1Å以内に
Cαが重な っ た｡ 1次配列の相同性が1% 以下であるにもかかわらず､ その共通性が高い ことが明らかとな っ
た ｡ こ の事実は最近に な っ て発表された E. clo a c aeP 99クラ ス Cβ- ラクダ マ - ゼの結晶構造中の触殊残
基が B. 1iche niformis ク ラ ス Aβ- ラ ク ダ マ - ゼ のものと o.4Å以内で重ねあわせることができる とい う報
告によ っ て 支持されて いる[43】. また Bo xV を含むル ー プ領域がク ラス A とC間の唯 一 の相違点である事
実も E. clo a ca eP 99クラ ス Cβ- ラクタ マ - ゼ の Ⅹ 線結晶解析により再度確認されて い る[43]｡
ク ラ ス Aβ- ラ ク タ マ
- ゼ における Bo xV の Glu16 6の機能に つ い て は多くの研究がなされてい る . X 線
結晶構造より Glu166は脱ア
.
シ ル化におい て水分子よりプ ロ ト ン を引き抜く 一 般塩基として働くことが予想
されf=[45】. T E M型β- ラクタ マ - ゼ の Glu166を他のア ミノ酸に置換するとア シ ル 中間体が蓄積することが
報告 され､ こ の 予想が正しい こ とが示 され[11】､ また これを利用 して アシ ル 中間体の Ⅹ 線結晶解析も行わ
れf=[13]. ァ シ)i,化に おける 一 般塩基はGlu166の 説とLys73であるという2 つ の説があり ､ 議論がされてき
た. 前説は Lys
73が活性中心 Ser近傍に存在する の で脱プ ロ ト ンイヒしたLys
73がSer70からプロ ト ンを引き
抜くと考えられて い た【13]｡ 後者はGlu166はその位置からは直接Ser70からプロ トン を引き抜くことができ
ない ため間に水分子を仲介してプロ トン を引き抜くと考えられて いf=[14,1 5]o 最近N M R法によりLys73の
解離状態を滴定した結果 ､ Lys
73は中性付近の pH ではプ ロ ト ン化しており ､
一 般塩基として は働けないと
いう報告がされた[18]. これにより G lu166はアシル化､ 脱ア シ ル化の両方に 一 般塩基として働く残基である
ことが明らかとな っ た｡
Glu166に相当する残基を推定したとこ ろ ､ ク ラ ス Cβ- ラ クタ マ - ゼの Eelix 8-9間 ル ー プ上で活性中心
に近壊する可能性があるア ミノ酸として Glu195, Glu
205が候補とな っ た｡ しかし､ この 2残基の変異酵素
の活性は野性型とほぼ同じで これらは触殊残基と して機能しな い ことが明らかとな っ た｡ さらに本論文の
第2車, 第4章の研究結果をあわせると Helix 8-9 間 ル
ー プ上の全 ての酸性残基を置換した変異酵素を得
たことになる ｡ これら変異酵素はいずれも活性の顕著な低下はなく､ クラス Cβ- テ クタ マ - ゼ Helix 8-9
間 ル ー プ上に は触媒に直接関与する酸性残基は存在しない ことを結論づ けることができる ｡ これはクラス
Aβ- ラクタ マ - ゼで の相当残基 Glu
166が活性に重要な働きをして い る事実と相対するもので ク ラ ス Cβ-
ラクタ マ - ゼ はクラ ス Aβ- ラクタ マ - ゼ とは
- 部異なる触媒機構で加水分解反応が進行する ことを意味す
る ｡ 立体構造の類似性とその重ね合わせから他の 触媒残基はほとんど - 致した位置に存在する ことから考
えて ､ こ の事実は非常に興味深 い ｡
4 1
第3章 Box V 酸性ア ミ ノ酸の検索
クラス Cβ- テ クタ マ - ゼ の触妹反応機構に関する研究はク ラス A β
- ラ クタ マ - ゼ に比 べ て非常に少な
い . X 線結晶構造から推定されたア シ▲)I,化および脱ア シル化反応の
一 般塩基の 候補は Tyr150で ある【17】o し
かし ､ これを置換した変異酵素は基質に よ っ て最高10%程度の活性を保持して おり ､ Tyr
150が触媒残基で
ある証拠を得る には至らなか っ た〔18】｡ その水酸基の中性付近における解離状態もい まだ不 明である ｡ 本研
究結果はク ラ ス Cβ- ラ クダ マ - ゼ はflelix 8-9 間 ル
ー プ上には触媒残基を持たず , 触媒嫡基Glu186を有す
るク ラス Aβ- ラ ク タ マ - ゼ とは異な っ た触殊機構を持つ ことを明らかにした｡
4 2
#&*
協⑬ⅩW 周辺領域 鴨 翰惑 訪厨あ変異尊A
第2車の結果 ､ a. fre u ndiiクラ ス Cβ- ラクダ マ
- ゼ で はJoris らのアライメ ントにおける Bo xV の酸性
ア ミノ酸 Asp217, Glu219は悟性には必須でなく､ これら部位におけるアミ ノ酸変異はオキシイミノ系β- ラ
ク タム剤に対する分解活性上昇をもたらし耐性獲得の原 因となる ことが明らかとな っ た｡ これらの部位で
は変異ア ミノ酸の種類によらず耐性 レベ ルが上昇し ､ その原因はオキシイミ ノ系β- ラ クダム 剤分解活性の
上昇であっ た ｡ またこの分解活性上昇の程度は変異酵素タ ン パ クの熟安定性低下の程度と相関し､ E219C
変異酵素の 219位 Cys残基 の CIHgP h S O修飾で 増強された. Oefn erらの C. fr e undii クラス Cβ- ラ クタ
マ - ゼ の Ⅹ線結晶解析17】からこの酸性ア ミノ酸とその周辺の 領域はHelix 8と9を結ぶ ル ー プ領域に存在す
る ｡ こ の)I, - プ上に は触殊反応 に必須な残基が存在しない ことを第3章で示 したo a.fre u ndii クラス Cβ-
ラ クタ マ - ゼと A Z Tとのア シ ル中間体の Ⅹ 線結晶構造や 且 cJo αc αeクラ ス Cβ- ラグタ マ
- ゼ と C X M
の ミ カ エ リス 複合体の コ ン ピ ュ ー タ ー モ デ リ ング[55]､ β- ラクダ マ
- ゼ の 類縁酵素である D D-peptidas eと
cT X の ア シ)i,中間体の Ⅹ 線結晶構造【56]から考える と Helix 8-9間 ル ー プはセ フ ァ ロ ス ポリ ンの 7位側鎖
近傍に位置するこ とが推定される o 特に Asp
2 17付近 はflelix 8-9間ル ー プ中で も活性中心に最も近接して
おり､ 活性中心Ser84から約10Åの 距離にある ｡ しかしながらオキシイミノ系β- テクタム剤 へ の基質特異
性拡張を引き起こすアミノ酸は Asp217だけで はなく Glu2
19でも起こり､ その置換ア ミノ酸の種類も複数
存在した｡ オキ シイミ ノ系β- ラクダム剤耐性上昇のメ カ ニ ズムを解明するためには ､ こ の 領域の どのよう
な位置で ､ か つ どの ような置換で β- ラクタ マ - ゼの基質特異性拡張が起こるのか知る必要がある . そこで
a. fre u ndiiクラ ス Cβ- ラクタ マ
- ゼ の Helix 8-9間)V- プ中 ､ BoxV 周辺の 13 アミノ酸を標的とし ､ オ
リ ゴ D N Aを用 い た部位限局ラ ンダム 変異導入を行っ た ｡ またこれまで に当研究室で作成したⅡelix 8-9 間
ル ー プ上の変異酵素遺伝子を含め ､ Helix 8-9 問 ル ー プ上のア ミノ酸置換の基質特異性 へ の影響を検討した ｡
4｡且 部位限局ラ ンダム変異導入
4･且･1 原 理
Hir｡s eら の 方法【34,3 5】を 一 部変更して変異導入を行っ たo その原理をFig4･1 に示した｡ ssD N Aが調製
可能な pU C l18 に標的 D N A断片とカナ マ イシ ン耐性遺伝子を導入し､ 更に A P C耐性を2塩基欠失に
･iり
不括化した鋳型 D N ApU C l1 8- P P Iくamp
s %作成したo こ の ssDN Aとベ クタ ー の M C Sを除い た直鎖 D N A
をア ニ ー ル し､ ギ ャ ッ プ D NA を作成する ｡ 次に変異オリゴ DNA をギャ ッ プ DN Aにア ニ
ー )L'し､ Klen ow
e n zym eで ギ ャ ッ プ部分を埋 め ､ T 4 D N A ligas eで閉環した. 得られた環状2本鎖 D N Aは非変異導入鎖は
amp鳩 伝子を含み ､ ア ン ピシ リン感受性o 変異導入鎖は a mp鳩 伝子を含み ､ ア ン ピシ リ
ン耐性となる o
こ の 2本鎖環状 D N Aを大腸菌に形質転換しア ン ピシリ ン耐性 コ ロ ニ
ー を選択する ことにより ､ 変異遺伝
子を得る ことができる ｡
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4･1 部位限局ランダ ム変異導入
4 ･且･ 2 鋳型 D N ApUC 且且8- PPKa mps の作襲
まず鋳型 D N A クロ ー ン として pU Cl1 8- P P Kam psの 作製を行 っ た ｡ 手順を Fig4･2 に示 した . C. fr e-
u ndiiβ- ラ クタ マ
- ゼ遺伝子は PstI切断によ っ て ポリペ プチ ドの N 末端から Glu120までを コ ー ドする部
分と G lu120から C 末端まで を コ ー ドす る部分に分断される｡ PCF C-1より標的配列を含む PstI- PstI O.8
kb断片と pU C 4Ⅰ(由来の カナ マ イ シ ン耐性遺伝子を含む PstI- Pstl 1.25 kb断片を pU C l1 8の 朋 C S中
の PstI部位に組み こみ pUCl18- P Pl(を得た. これを a mp
s とする ために pU C l1 8由来の a mp
r遺伝子を
pA T 1 53am p
s の対応する断片と交換した｡ こ の a m ps は pA T153の a m pr遺伝子中の Pt,u I切断部位の 2塩
基削除に より ､ フ レ ー ム シ フ ト変異を含むもの で以前当研究室で作成され たもの である【29】｡ フ ラ グ メ ント
交換は Apa LI部分消化によ っ て pU C l18- P PIく の 4ケ所ある Apa LI部位のうち目的の 2ケ所で 切断され
た断片を pA T 1 53a mp
s
の a mp
S を含む JApa LI断片とフ ラグメ ント交換を行い pU Cl18- P P Ka mps を得たo
これを E. c oli TGl株に導入し､ へ )i, パ ー フ ァ ー ジ M 13Ⅰ(07を同時感染させて pU Cl18a mps ssD N Aを調
製し ､ 鋳型 D N Aとして以下の変異導入実験に用い た ｡
4｡且 ｡3 変 異 導 入
オリゴ D N A
オリゴ DN Aは Ap plied Biosyste m s社 D N A シンセサイザ ー M ode1 381 Aを 剛 -て合成した｡ 標的配列と
したA la218からM et230まで の13 アミノ酸とした｡ こ の 部分を コ ー ド配列に相補的な5し C A T A T C G A T A ACG
C T G G A T T T C AC G C CA T AGG C T T C G G C-3' の 39塩基の配列中に平均1.5塩基の ラ ンダム な置換を導
入するために 4種の塩基モ ノ マ ー A,G,T,C の等量混合液を2/45当量混合されるように試薬を調製し合成
を行っ た｡
変 異 導 入
pu cl 18 の Ec o R I- H indIII消化物をア ガ ロ
-
ス ゲ ル電気泳動で分離後 Gen eCle anⅠくitで精製 して直
鎖 DN Aを得た. 次に pU C l18- P Pl{am p
s
s sD由A 1.6 FLgと前記 の 直鎖 D NAO.9 pg を Den atu re Buf･ 中
(200m M K Cl, 35m M Tris- H ClpH 7.5)で 1 00
oC 3分間加熱後 ､ 室温で約 10分かけ徐冷しア ニ ー ル さ
せた ｡ 変異プ ライ マ ー を 5′リ ン酸化し､ 10pm ole をギャ ッ プ D N A反応混合液に加えて 65
o
C で5分間加
熱後ゆ っ くりと室温まで もどして ア ニ ー ル した｡ ア ニ ー リ ン グ反応混合液に 6〃1 の Fi11ing王iuf･(625m M
K Cl
,
0.5M Tris- HCIpH 7.5, 150m M MgC12, 20m M D T T, 0･25m M d N T P)と Klen o wfr agm ent 5u nit,
T 4 D N A ligase 5 u nitを加え40〃1とし､ 25
o
C で 45分間反応させ相補鎖を合成しギャ ッ プ部分を充填し
連結したo 得られた2本鎖プ ラス ミドを E. c oli TGl に形質転換しカナ マ イシ ン 5 0pg/mg とア ン ピシリ
ン 50〃g/mg を含む YT寒天平板で変異遺伝子導入株を選択したo
変異 β- ラクタマ - ゼ遺伝子ライブラリ
ー の構築とスクリ ー ニ ン グ
ア ン ピシリン耐性ク ロ ー ン をプ ー ル し ､ プ ラ ス ミド D N Aを調製した｡ 変異遺伝子を含むア ン ピシリン
耐性プラ ス ミド導入大腸菌の コ ロ ニ ー を混合､ 培養しプ ラス ミド D N Aを調製した . PstI で消化後標的
配列を含むo.8kb の PstI- PstI断片を精製し, PC F C- 1 の 対応部分とフ ラグメ ント交換を行 っ た ｡ これを
E. coli T G l株に形質転換し,得られた1 403偶の トラ ン ス フ ォ
ー マ ン トに レプリカ法による ス クリ ー ニ ン
グを行 っ た ｡ 2倍系列希釈の C E T, C X M, C F X, A Z Tを含む Y T寒天平板に各ク ロ
ー ン を レプリカ ､ 培養
後 ､ 増殖の有無から ､ 野生型遺伝子導入菌の耐性 レベ ル とは異なる ク ロ
ー ン を 564個選択した o 更に同様
45
第 4章 Box V 周辺領域 へ の ラ ンダム変異導入
pu Cl
-帽
P
せd
P
i
S
g
Bts 紬
P
PC FC-1
転 仙
申
且dP芸sti去n
監≡≡≡ヨ
L毒ga伽
Ki%
amが
A
Ligatio
Å
a mpS
iApaLIpa rtiaヨdiges馳 m
Kmr
. ∠≦
PU C-4K
Km r
息dPiSg%!s 伽
pA T1 5 3
a mpr
且
Pu
Pv uさdige s紬 m
Sl m u c8e a s edige s軸 m
別 amせ e md s幽‖ig曲触 m
AT153a mp
S
a mpS
且
A
ÅpaL音8ige st責on
P
Ki2:
pU Cl 18-PP Ka mpS
Fig 4･2 Const ru ctio n of pU Cl18- P P Ka mp
s
･ ▽
, deletionin the Pv ul site destr oylng the bla
gen e;A,4pa LIsite; B, Ba n HIsite;Pu, Pv ul site;P, Pstlsite.
46
4･2 変異β- ラ クタ マ ー ゼ の解析
な方法で C E T, C X M, C F X, C P C, A P C, A Z Tの各薬剤を用 い て 同様な方法で 2次ス クリ ー ニ ン グを行い
1 36個の独立したク ロ ー ン を得たo
変異点の 同定
ス クリ ー ニ ン グの結果得られた136個の ク ロ ー ン に つ い て dide oxy chain termin ator法により変異導入
標的配列領域の β- ラ クタ マ - ゼ遺伝子の塩基配列を決定し変異点を同定した. 136株中 29殊に変異が同
定された. 9種の ア ミノ酸匿換を伴わない変異ク ロ ー ン と13種の 1 ア ミノ酸置換体と7種の 2 ア ミノ酸置
換体が同定された｡ これらの ア ミノ酸変異と塩基変異を Table 4･1 に示 した｡
Clo ne A min oAcid C ha nge BaseC ha nge
No.1
No.2
No .3
No.4
No.5
No .6
No.7
No.8
No.9
No.10
No.ll
No.12
No.13
No.14
No.15
218 Ala - ヰ V al
21 9G lu → Asp
2 20A la ～ V al
2 21 Tyr → Asp
221 Tyr → As h
222Gly → Cys
222 G ly → P 九e
223 V al- M et
224Lys ～ As n
225Ser - T hr
226 Ser ～ Are
227V al･ - G ly
229 Asp ～ Glu
219Glu - 一 Asp/221 Tyr → Ser
219Glu 一 Vd/226Ser ー Arg
No.16 220 Ala - V al/2 22 Gly - ' Thr
No.17 220 Ala - V al/2 26Ser ＋ Arg
No.18 221 Tyr - Cys/222 G ly ＋ Cys
No.19 2 23 V al- M et/224Lys I - > T hr
No.20 2 24 Lys
･ 一 T hr/225Ser ー Tbr
G CC - - G TC
GA A - G A G
G C C- G T C
T A T･･- G A で
T A T- A A T
G G C･ - T G C
G G C- T T C
G T G- A T G
A A A- I A Åc
T C C-- AC C
A GC - A G A
GT T- G G T
GA Y- GAA
G A A- I G A C/TA T･ - TCT
G A A- G T A/A G C- AGG
GC C- G TC/GG C- T G C
GC C- ＋ GTC/AGC - A GG
T AT - TGT/G G C- T G C
GT G- A T G/A A Aー ACA
A A A- A C/TCC I - Ace
Table 4･1 Mutationsindu c ed by the lo c ali2;ed m u七age n e si ･
4 ｡望 変異 β- ラ クタ マ ー ゼの解析
4 ･2･ 1 変異遺伝子導入大腸菌の薬剤耐性
E. c old A S 226_51殊に野生型及 び20種の変異β- ラ クダ マ
- ゼ遺伝子を導入し ､ 各種β- ラ ク タ ム剤 に対
す る感受性を寒天平板希釈法により測定した ｡ 結果を Table4･2 に示した｡ 得られた1 アミ ノ酸および2
ア ミ ノ酸置換変異遺伝子導入大腸菌の 中にの C E Tの M ICが療主レ ベ ル まで顕著に低下して い るものはな
か っ た ｡ こ の ことからこの 領域には触媒活性に直接関与す る残基はない ことが示唆された ｡ またこの領域
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に はオキ シイミノ系β- ラ クダ ム剤 に耐性レ ベ ル の 上昇した変異が多数見られたo
'2 0 の変異/3- ラ ク ダ マ -
ゼ遺伝子導入大腸菌の うち 40%に相当す る 8種で代表的オキ シイ ミ ノ系/ゴー ラ ク ダ ム剤で ある C X M に対
する耐性レベ ル が4倍以上上昇して いた ｡ こ の領域の広い 範囲で か つ その種類によらない ア ミノ酸置換に
ょ っ て オキ シイミノ系β- ラ クタム剤分解活性が上昇するこ とが明らかとな っ た｡ 2 墓変鞄/プ
ー ラ タ ク マ -
ゼ遺伝子はその原因を特定しにくい の で以降の解析は1 ア ミノ酸置換変異/プー ラ クク マ
･ - ゼ の みを材料と し
たo またこ れまで に当研究室で作製されたこ の領域の1 2の変異β- ラクタ マ
- ゼ遺伝子【
'3'2
.
'2 3
･ 即 2- ･r.7, ･W]に
っ い て も対象とし､ そ の 導入大腸菌の CE T, C XM, A Z T, C F X に対す る耐性レベ )i,を Fig4･3 に グ ラフ で
示した｡
MIC(〃g/ml)
Mlユtatio n Chephe m s Penicillins M o n oha(:ta ms
MutaI止 CE T C X M CAZ CF X A PC CP C A Z T
25
3.1
3.1
12.5
6.3
25
25
10
50
50
50
6.3
25
12.5
6.3
6.3
3.1
3.1
50
50
仙 コ
50
1▲6
A218V 1600
E 219 D
A 220 V
Y221 D
Y 221 N
G 2 22 C
G2 22F
V 223 M
X 224 N
S 225 T
S226R
V 227 G
D 2 29E
E 21 9V/S226 C
E 21 9 D/Y 221S
A 220 V/G 222T
A 220 V/S226R
T 221 C/G 222 C
V 223 M/K 224 T
K 2 24 T/S225 T
叫 p 事h ■d l■中
W ild
Host
400
200
50
25
800
1600
1600
1600
160
800
100
800
1600
10
200
50
1 00
800 25
400 25
50 6.3
100 12.5
100 50
800 ･ 25
100 12.5
50 25
400 25
200 25
200 12.5
12.5 0.8
100 12.5
800‾ 12.5
400 50
400 12.5
25 1.6
1 00 12.5
1600 1 00 50
1600 200 50
叩 血
1600 50 25
1.6 1.6 <0.4
200 800 25
100 800 6.3
50 50 3.1
50 4()0 ().8
25 200 1.6
400 4()0 6.3
200 50 3.1
200 100 3.1
200 1 00 6.3
400 5 0 6.3
200 25 1.6
12.5 3.1 0.1
100 25 1.6
200 800 25
100 800 0.8
50 400 6.3
1 2.5 12.5 0.8
25 400 0.8
400 200 3.1
200 200 6.3
叫 中中 神
400 1 00 3.1
<3.1 <3.1 0.0 5
Table 4･2 Su s c eptibili七y to β-1a cta m s of E･c oli A S 2 26-5 1c a r rying 七he wi ld一七ype a nd m ud
七a ntβ-1a cta m a s egen e s.
216- 219位の変異で ､ C X Mの MICが野生型殊に比 べ て最高32倍に上昇 した｡ C X Mと同様側鎖に オキ
シイ ミ ノ構造を持つ A Z T でも同様な傾向が見られた o またオキ シイミ ノ系β- ラクダム剤で はない が側鎖
の オキ シイ ミ ノ構造に対応する部位にカ ル ポキ シ ル 基を持つ ペ ニ シリ ン系 β- ラ クタ ム 剤､ C P C でも同様
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な傾向が見られた｡
c F Xは､ 母核7位にα - メ トキ シ基を持つ ことで P- ラクダ マ
- ゼ に対する安定性 を鄭賢したセ フ ァ マ イ
シ ン 系β- ラクタ マ - ゼである . これまで当研究室で作成された保存性アミ ノ酸の昏附 特異的変掛偉人とそ
の周辺部位の ラン ダム変異導入 によ っ て100余りのアミ ノ酸置換体中CF Xの M IC が 上昇する変界株ほ単
離されなか っ た ｡ しかしV 223 M変異ク ロ
ー ン で はCFX の M IC が野生型の 2倍に上昇して い たo
4･2･ 2 変異酵素の基質特異性変化
M I Cの 変化に よ っ て示唆されたHelix 8-9 間 ル ー プ上の変異に よる オキシイミ ノ系/3- ラ ク タ ム 剤 へ の 基
質特異性拡張をさらに解析するためにβ- ラ クタ マ
- ゼ活性を測定した｡ 本研究で得られた変異酵素に加えて
当研究室で作製されたこの領域の変異酵素を併せて解析したo これらの変異酵素遺伝子を E. (:old AS226151
に導入 し租酵素抽出液を調製して野生型酵素と比較した ｡ 野生型酵素の良好基質である CE Tとオキ シイ
ミ ノ系薬剤の代表で ある C X M の 2薬剤 に対して β- ラクダ マ
- ゼ活性を測定した｡ 晒性はミ ク ロ ヨ - ド
故により基質初濃度が20iLM の条件下で測定し ､ 菌体タ ン パ ク当たりの比活性で あらわした0 Tat,l'ゝ 4･:ち
に β- ラクタ マ - ゼ 比活性値と M IC とをあわせて示した ｡
Y 221 DやY 221 Nなどの CE Tの M IC が低下 して い る変異遺伝子導入株はその /プー ラ ク タ マ - - ゼ 削l=･ も
低下して い た. MIC低下の原因は β- ラクタ マ - ゼ活性の低下によるこ とが明らかで ある ｡ 同様に CX M
の M I Cが上昇したク ロ ー ン は C X M分解活性も上昇して い たo しかし ､ M IC が400-B OOI 唱/mlと大きく
耐性レベ ルが上昇してい る変異遺伝子導入株のなかにCX Mの M IC 上昇の程度と分解悟性上昇の桂皮の
相関性が逆転して い るものがあっ た ｡ 例えば A 218 Vと E219 Dとを比 べ ると CX M の M I Cは A 218V が
800pg/ml､ E 219 Dが400
-
p g/mi で A 218V の方が2倍大き い . しかし､ A 218V の β- ラ ク タ マ - ゼ活性は
6･7×10
‾ 3 u/mgprotein に対して E 219D は5.3×10
‾ 1 ロ/mg pr otein で E 21 9 D の方が約10(′)倍大きか っ
たo 耐性レベ ル と β- ラクタ マ - ゼ活性の相関関係が逆転して い る これらの変異/3- ラクタ マ - ゼ に つ い て
更に解析を行 っ た｡
動力学的パ ラ メ ー タ - の解析
耐性レベ ル と租酵素抽出液中の β- ラクダ マ
- ゼ活性の相関性の逆転をより詳細に検討するために ､ CX M
分解活性上昇の程度は小さ いが M IC 上昇の顕著な A 218 VとCX M分解活性は野生型酵素の 200倍に上昇
してい るが､ M I C上昇が8倍である E 21 9 Dを選び､ これらβ- ラクタ マ - ゼの部分精製を行い ､ これを用 い
て ∬ m 億を決定した｡ また C F Xの M I Cが野生塑遺伝子導入株に比 べ て 2倍に上昇して い た V 22 3 M変異
にらい ても同様に解析したo それぞれの変異遺伝子を E･ c oliA S226-51 に導入し ､ 10m M NaP BpH 6.0 で
透析後､ 同 Buf. で平衡化したCM SephadexC- 50カラム に吸着させ o-o.5m M NaCl直線勾配で酵素を溶
出した ｡ 活性分画 ピ ー クを部分精製試料とした｡ Co o m assie Blu e染色による SDS_ P AGE のバ ン ド パ タ ー
ン から見積もっ た酵素蛋白の純度は約70%であ っ た｡ こ の酵素試料を用い C E T, CX M, CF Xを基質とし
20- 200pM の範囲内で基質初濃度を変化させ ､ ミ ク ロ ヨ ー ド法により分解速度を測定しL ine w e a v er_ Burk
Plotから ∬ m 億を算出した｡
A 218 VおよびE 21 9D変異遺伝子導入株とこれまで に作簸された217- 219位の変異遺伝子導入株に対す
る C E T
, C X M, CF Xの M I C､ β- テ ク タ マ - ゼ活性 ､ Zi
'
m 値を Table 4･4 に示した.
CE T
,
C X M に対する β- テクタ マ - ゼ括性は粗酵素抽出液からミクロ ヨ ー ド法で決定した ｡ CX M分解活
性が上昇した変異酵素は い ずれも
▲
c x Mの ∬ m 億が野生型酵素より上昇 して い た｡ C X M に対する耐性 レ
ベ ル上昇の パ タ ー ン は1)21 7位,218位?変異ク ロ ー ン や E 21 9 Kの ように C X M分解活性 は比較的低 いが
基質親和性が高く ､ 高い耐性レベ ル を示すグル ー プ: 2)E21 9D, E 219C, E 219 W のように C X M分解活性
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4･2 変輿 /プー ラ クタ マ - ゼの解析
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Table 4･ 4 T he le v els of r e sista n ce to C E Ta nd C X Mof E.c oli A S 2 28-5 且c a r ryl ng 七h倍
wi ld-ty pe a nd m uta nt P-la cta m a sege n e s a nd kin etic pa r a m et r sfo rP-la c七a m s of 七heir
beta -1a cta m a s es.
が高く､ K m 債が野生型酵素の 100倍以上大きく､-M IC は1)の グル ー プより小さい もの で ある o これら
は K m 値が著しく大きく ､ 実験条件内で は酵素反応を飽和させる ことができなか っ たので低盈質磯度から
の外挿値である ｡ これらの変異酵素で はTable4･ 3 に示した基質濃度200pM におけるj3- ラ グ タ マ
- ゼ音爵
性は V m a xを反映せず､ 真の Vm a xはこの債より更に大きい こ とが予想される ｡ 以上の結果からオキシ イ
ミノ系β- ラクタム剤耐性には分解活性上昇と共に基質親和性が重要な因子である ことが明らかにな っ た｡
CF X耐性レベ ル の 上昇して い た V223 M変異ク ロ ー ン に つ い て GE T, CF X の M IC およ び租酵素抽出液
中の β- ラクタ マ - ゼ活性とIi
'
m 値を測定し Table 4･5 に示 したo C F X の Ii
'
m 偲は部分精製試料を用 い
て ､ ミク ロ ヨ ー ド法により求めた｡ 仁E T, C F X分解の活性億は租酵素試料を用 い て基質初濃度200〃M で
の ミクロ ヨ ー ド法で求めたものである ｡ V 223M で見られたCF X耐性 レベ ル の上昇はβ- ラ グタ マ
- ゼ活性
の 上昇 によ ることが明らかとな っ た｡ ∬ m 値は野生塾酵素に比べ 上昇傾向にあ っ たが C X Mの 場合ほ ど顕
著で はなか っ た｡
CE T C F X
M IC
♂- La c七a m as e
activity
En zym e (p g/mi) (unit･/mg pr ot.)
叩 ■
W ild 16 00 1.5
V 223 M 1600 2
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･
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Table 4･5 T he levels ofre sista n c eto β-1a cta m s of E･c oli A S 226- 51 c a r rying the wi ld-ty pe
and m uta ntP-1a cta m as ege n e s a nd･ kin etic pa r a m et r sfo rP-la cta m s oftheir a-la cta m a s e s.
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4･ 3
4･3 考 察
2181;z
'
. か ら23()rl;/:まで の 13 ア ミノ酸を標的配列とし平均1.5塩基の変異が導入されるように化学合成し
た39n l(.,r の オリ :'If D N A混合物を川い た附;i.r那i3ラ ン ダム変異導入によ㌢)､ 13種類の 1 ア ミ ノ酸置換変
異ク ロ - ン と7種懲a)2 ア ミノ酸粁換密漁ク ロ ･ - ン を得る ことができた｡
オキ シイ ミ ノ系
.
)
,3- ラ ク ダ ム 剤耐惟レベ ル の と馴よ219位を 叫L､ にして 216r-220位の多くの即位の ア ミ
ノ酸置換で も起こり ､ 軒換ア ミ ノ酸の タ イプには依存しなか っ たo こ の 結果はオキシイミノ糸井剤分解活
性上昇の原因が特
'
kア ミ ノ酸摘濃と /,ブ- ラ ク ダ ム 剤との特輿的鯛互作用 によるもの ではなく ､ Gll1219)V -
プ構造の コ ン プ サ メ b - - シ ョ ン変化による との 推測を支持するものである o Glu219 ル ー プはオキ シ イミノ
系β- ラクダム 剤 へ の 濃紫特異性拡張を車' たらす変異の hot, spot で あることが明らかとな っ た ｡ こ の他に
も C. fri;,･u n(lidi3- ラ ク ダ マ
- - - ゼ で ほ .315 317位の ⅠぐrG Box の 後に統く部位に変興が導入されるとオキシ
イミ ノ別に対する分解晒性を寝棺する ことが当研究室の研究によむ)見出されてい る【57】o これらの 他領域の
変異でも変輿を起こす ア ミ ノ解u)タイプは多様で あり ､ オキシム構造とこれらア ミノ酸残基の直接的相互
作用の変化が庶因とは考えにくい 毛ニヨ し〆 か し骨の 領域は活性中心ポケ ッ トでい ずれもセフ ァ ロ ス ポリン 剤7
位側鎖の 結合部位近傍に位置す ると推
'
iEされてい る o
また商い オキ シ イミ ノ糸轟剤耐性 レベ ル を糠梢する ため には ､ 酵素機能の変化が分解括性上昇だけで は
なく､ 基質親和性を轟く保つ必柴惟が示唆きれたo /3- ラ クダ マ - ゼ､ PBPs は共にペ リプラズム空間に局
在する o 生歯俸の ペ リプ ラズム 空間内における/3- ラ ク ダ ム 剤漉皮はiE確な測党は困難であるが ､ 予測は脊
髄であるo グラム 陰性歯で は ijプー ラクダム剤は外膜ポリ ン蛋白を通り､ 受動拡散によりペ リプラズム空間に
入る の で ､ 菌の ペ リプラズム壁間で伊)魂剤洩度は菌体外浪庶と等しい か低い と考えることができる o β- ラ
クダ マ - ゼを--･ 切生産しない E. だOli AS226-51 では C X M の M IC は1.6Ilg/ml である . C X M の分子量
は446であるの で1.6FLg/王11a)培地中の求刑液度は約3･6FLM に相当する o B･ c oli AS226-51 の場合､ ペ
リプラズム空間で の CX M漉庶ほ3.6F,lM 以 下に保たれない と成育できない と考えれる . β- テクタ マ
- ゼ
遺伝子を導入 し､ j3- ラクダ マ - ゼが党規Lて い る場合は ､ たとえ M I Cが800pg/ml でCX M の菌体外濃
度が1 mM 以上でもペ リプラズム空間で ほi3- ラ.クタ マ - ゼ の働きにより3.6pM 以下に保たれて い る はず
であり､ CX M の液度は常に 3.6FLM 以下と考えることができる o E219D, E219 C, E 219 W変異酵素のよう
に K m 儀が>1.2 m M で CX M に対する親和性の低い 酵素で は ､ ペリプラズム空間で の酵素反応は飽和さ
れず､ 効率的な加水分解反応は期待で きない ｡ ペリプラズム中の低い 薬剤濃度では ∬ m 値の 著しく大きい
変異酵素は薬剤に効果的に結合で きず ､ P B Ps と優先的に結合して菌の増殖が阻害される .
一 方､ 比較的
に高い基質親和性が保持された A 218V や 即1 9Ⅰく変異酵素で は ､ 低基質濃度でも比較的に効率よく基質と
結合し､ 薬剤の P B Ps へ の結合 ､ 不晴化を阻害する o これらの ことはin vitr oで測定される β- ラクダ マ
-
ゼの性質と生菌体の 耐性レ ベ ル との関連を考える上で重要で ある｡
これまで当研究室では C.fre un dii♂- ラ クダ マ
- ゼ遺伝子の多くの変異ク ロ ー ン が作製されたが C F Xの
M IC が上昇する変異体は分離できなか っ た ｡ 今回初めて V 223M 変異酵素生産菌で C F Xの M I C傾が2倍
に上昇し､ C F Xの 分解活性の上昇が確認された｡ CF Xはセ フ ェ ム母核7α位にメトキシ基を有し､ 酵素分
解に対して安定性を獲得 した薬剤で あF)､ セ フ ァ マ イシ ン系β- ラ ク タム別のプ ロ トタイプの薬剤で ある .
セ フ ァ マ イシン の β- ラクタ マ
- ゼ安定性は7ct 位 の メトキシ基の 立体障害により8位カル ポ ニ ル炭素と活
性中心 ser64の水酸基との距維が離れるこ とが予測されて い a[
･59]
｡ 活性中Jいこ近接したメトキシ基に村応
するための ア ミ ノ酸変異は良好基質分解性にも影響を与える ことが推測される ｡ 触媒反応に直接関与する
活性中心付近に彩管を与えない よう ､ メトキ シ基の 立体障害を回避する ことが困難で あることが変異β- ラ
クタ マ - ゼ に よる耐性菌出硯原皮が低い原因と考えられる ｡
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一 方､ オキシイミ ノ系β- ラクダム 剤の β- ラクタ マ
- ゼ安定性の原因は7位側鎖の 末端に存在する平面
性をも っ た大きな構造に起因して いる｡ この構造周辺 に存在する Helix 8-9 間 ル
- プにはク ラ ス Cjヲ- ラク
タ マ - ゼ にはクラ ス Aβ- ラクタ マ
- ゼ の Glu166のような触媒残掛ま存在しない o ク ラ ス CjLプ- ラ
'
/ タ マ - -
ゼ の H｡1ix 8_9 間ル ー プ上 の変異はその 酵素活性へ 影響が少なく､ オキシイ ミ ノ系/プー ラ ク タ ム 剤の側鋭へ
の対応が容易にな っ たもの と推測で きる ｡ 本研究で は､ Helix 8-9 間 ル
ー プがオキ シ イミノ糸/プー ラ ク ダ ム
剤に対する耐性獲得変異の hotspot で ありその 出現原皮が高い こ とを示した o ク ラ ス Ci,i
- ラ ク ダ マ - - ゼ
はその ほとん どが染色体性であるため ､ こ の耐性形質の拡散速度はプラス ミド性の もの に比 べ て 遅い と思
われる ｡ しかし､ こ の ような高確率で おこる オキ シイミ ノ系 β- ラ ク ダ ム 剤分解晒性 ヒ昇 ,L3- ラ ク ク マ
ー-､H - ゼ
は臨床上におい てもオキ シイ ミノ系β- ラ クタム剤高度耐性グラム 陰性耐性菌中に既に出硯して い る ことが
予想される｡ こ の点につ い ては本論文第ⅠⅠⅠ郡で研究を行っ た ｡
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粛馬章
冴 尊か碓豊 di系β- 曽 夕顔 息剤
分解庶路翰酵素冴転学由匂解析
第3車では Helix 8･9 間 ル - ･プ の 1 ア ミノ酸変興がオキシイミノ系β- ラクダム剤分解悟性を上昇させる
ことを明らか にした｡ オキ シイミ ノ系i3- ラ ク ダ ム剤が β- ラクダ マ - ゼ に対して安定な理由は 一 般 捌こは
大きな7位側銀の 立体障割こよ ると脱明されてい る｡ しかし ､ その低い Ii
'
n
･
も
,
1i
'
健から考えて ､ ♂- ラグタ
マ - ゼ安定性がオキシイ ミ ノ糸/ラ- ラ ク ダ ム剤クラ ス Cβ- ラク夕マ - ゼ の親和性の低さに起因するとは考
えにくい ｡ こ の安窓惟の 要因および1 ア ミノ酸変異による分解晴性上昇の機構を分子レベ ルで解明する こ
とによ っ て , 変輿酵素生産薗をも克服できるような新しい タイプの β･ ラ ク夕ム剤やβ- ラクダ マ - ゼ阻害
剤を開発する ための理論的根拠が得られる と期待される ｡ 本車で は3種のオキシイミ ノ系 β- ラクタム剤,､
CXM, CA Z, A Z Tと野性艶酵索の反応を レポ
- 夕 ･ - 避質を利周して酵素化学的解析を詳細に行い ､ オキシ
イ ミノ系 β- ラクダム割による クラス Ciヲ- ラタク マ
- ゼ の 阻害反応機構を明らかとすることを目的として
研究を行っ た o またこ れまでに作成した Asp21
7
,
Glu2 19の変異酵素の なかで敢も顕著な基質特異性拡張が
観察されたo E 219Ⅰく変異酵素の解析も同時に行い ､ オキシイミノ系β- テクタム剤 へ の基質特異性拡張要因
に つ い ても検討した o
5 ･且 酵素試料の調教
c.freu ndiiクラ ス C♂- ラクダ マ - ゼ遺伝子､ その E 219 K変異遺伝子をそれぞれ含むプラス ミドpCFC
-1
およぴpCFC- E 219Ⅰくは既に作成したもの を 剛 -[=t
32]
o 酵素を調製するためにIa cプ ロ モ
ー タ ー を利用し
た高発現プラス ミド pCFC-pla c[
32]%利伺したo PCF C-plac-1, PCFC-plac- E219Ⅰくを E･ c oli A S 226-51 に
導入し ､ 5 1 の培餐液から租酵素抽出液を調製し ､ CM -Sephadex C-50イオン 交換クロ マ トグラ フ ィ
ー と
sephadexG-75ゲルろ過カラム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー により精製を行っ たo SDS-PAGE のバ ンドから95% 以
上の純度であることを確認した ｡
5 ･2 定常状態の K in eもics
使用した β- ラクダム 剤はいずれもラ クタム環の 開裂に由来する U V領域の吸収変化を示しし 環内ア
ミド
結合の切断に伴 っ て吸光度が減少する ｡ 野性型酵素の オキ シイミ ノ系β- ラ ク タ ム剤加水分解速度は非常 に
低く､ 特に A ZT は分子吸光係数(AE)も小さい ため加水分解反応は検出できなか っ たo 野生型酵素のCX M,
cA Z加水分解速度は反応初速度からLin ew e a ver- Btlrk Plotを用い て kc at, K m 値を決定した o C X Mの場
合 ､ 2.1[LM の酵素渡度で 反応を行い ､ 5- 60pM の 範囲で基質初渡皮を 8段階変化させたo CA Z の分解反
応は15- 75pM の範囲で基質初濃度を6段階に変化させ測定したo また C AZ の分解曲線で
はInitial BtlrSt
が観察された(Fig5･ 1)｡ これは構内ア ミド結合開裂反応の急速な進行の後にゆ っ くりとした分解速度
の相
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･1 Pr ogr es s c u r ve fo r七he hydr olysis ofcefta zidim e by wi 1d-ty pe a. fr e u ndii G N 34 6
cla s sC β-lata m a s e･ W i
:
1d-ty peβ-1a c七am ase(3･1 pM)w asin c ubated with1 5FLM CE T in 50 m M NaP B
(pH 7･0)at30
o
C. The change of A260W as m O nitor ｡d.
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5･急 変常状態の Kirl e七ics
が続くもので ア シ 叫 個 体の 翻轟をホ唆する車' の で ある｡ 酵素浪度で 規格化したBurst. の大きさは0.9 で
あ っ たo 分解適度を求める際に は恕常状態の 鳳党別*JT:3 したo
E 219I(密封酵素はCE Tだけで ほなく A 7,T を食むオキシイミノ系/ラ- ラ ク ダ マ - ゼ加水分解反応が観察
できた｡ 全て の 盛栄におい てⅠllitjal Bllr汚t は観察きれなか っ たo E219Ⅰく変異酵素はA Z Tを除く基質の分解
速度が速く , 完全分解まで観餌が吋能だ っ たU)で コ ン ビ ふ
- タ - による On Lin e解析により CET, CXM ,
c AZ 分解の kc･ 叫 Ii
p
… 備を求めた ｡ (:1A 7J の 域介は測恕耶巨範掛勾(o-175IL,M)で 酵素反応が飽和しなか っ
たため ､ h･(てatl痕ほ CA
rfJ 75FLM のfkJJh
^
t初速低から求め た偲を下
-
阻として示 したo また､ Ii
r
m 偲が著しく大
きく決定が開銀なため ､ (TAZ の Il
'
川 値は外挿による撤低推測値を示したo A Z Tは加水分解速度が遅く､
また 加 も小きく吸光度の減少が少なか y., たため完全分解までの 分解曲線を必粟とする On Lin e法は適用で
きなか っ たo 終渡波0.76または1.SIS/舶 q)E219Ⅰく変輿酵素を 剛 ､､ So≫Ii
'
iを満たす50または100〟M
の AZ T初過度で反応を行 い ､ 初適度が っ ･ 致することを確認して Vm axとし ､ kc(1t値を算出した｡
オキシイ▲ミ ノ系/ブ- ラ クダム剤U)ぶLm 恨は5/I-M 以下で:i.E確に決定することが困難だ っ たため CET をレ
ポ ー タ - 濃紫として阻害寂数IL
”
ri儀を求めた¢ 酵素反応は50m M NaP B(pH7.0)3 rnl申で CE T(初浪度
20, 25, 3O, 4O, 5O, 6()潤 , 1()0/lM)を過密として行っ たo 反応溶液に阻害剤として CX M(終濃度o, o･o6,
o.12Flu)または(でA B(終娩度(,), 813､ 16･6/･LM)を加え ､ o･78pM の野生型酵素20FLl(終洩度o･005FLM)杏
加えることにより奴応を開始し ､ 2 6blu 11の UV 吸収の減少から反応初速度を求め ､ Line w e a ver- Bu rk Plot
により A
r
Li偲を決寂した o E219Ⅰ(変緊鮮凄の I{i倦も同様に決寂した o C X M(汲皮0, 7.5 または15pM),
A Z T(漉度0, 0.67 またはユ. .33i朋/)I FJ21 9K 変鼎酵素
の終過度o10038pM の灸件で反応を行なっ たo CA Z
は E219王く変異酵素による鎗解敵性が大きく､ 親和性も低下したために K i倍は測定できなか っ たo 野性型
およぴ E 21 9壬く変輿酵素の 加 味 ∬ m.Jl
'
言値を Table 5･1 に示した｡ 良好品質の C E Tに対する kc at, fi
r
m
W ild E 219Ⅰく
たe at A
F
rT･l ll
r
i kcat K m K i
iヲー La eta m s (min
- 1
) (i,LM) (〃M) (min
- 1) (pM) (ELM)
CE T 618() 20
CX M ().39 2.1
CA Z 0.037 1.8
A Z T N.D.
7254 28
0.03 188 1.9
14.5 >15 >1000
0.3 0.4
2.5
0.8
N. D . : Not dete c七ed ---- : Notdetermin ed
Table 5･1 Ⅸin e七ic pa ra m ete r sfo r七he wi ld-ty pe a nd the E 2 19E m uta ntβ
-1a cta m ases
億は野生型と E 2191(変異酵素で変化はなか っ た｡
一 方 ､ オキシイミノ系β- ラクダム剤に対する kcat億は
E21 9 K変異により顕著に増加し ､ CX M, CA Z では野生塑酵素の 500倍以上 ､ A Z Tでもその検出限界を考
慮すると同等以上 に上昇したo こ の klC at倍の上昇は親和性の低下を伴っ て い た o K m , Ki億の比較で は
CX M, CA Z, A Z T でそれぞれ野生型酵素の 8晩 500倍以上, 3倍の 上昇が見られたo
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5･ S プ ログ レ ッ シブ阻害
5･3･ 1 方 法
経時的なβ- ラクダ マ
- ゼ活性阻害を Fischerらの方法[
60] に聾じて測定したo 5OrnM NaP BpH 7･0 30
D
C 中､ 終濃度が設衰のⅠ/E 比(酵素分子に対する阻害剤のモ ル 等量比)になるよう
に調製した阻害剤(オキ
シイミ ノ系β- ラクダム 剤､ 以下 ､ 本章での 阻害剤とはオキシイ ミ
ノ系β- ラ クダ ム剤を示す)溶液を1･5 Illl
ェ ッ ベ ンド ル プチ ュ - ブ中に入れ ､ 次 い で終漉度5･1FLM になるように酵素を加えて ､ 反瓜を開始
した (醍
素阻害剤反応溶液). 経時的に反応溶液から20plをサ ンプリン グして大過剰
の 基剛 C･E T 40O/LM)を含む
50m M NaP B 3 miで希釈して 阻害剤の影響を除き ､ CE T の分解に由来する 2901 -
の吸光度の 減少を測
定し､ 残存活性を求めた (残存活性測定系)o 阻害剤を除い た場合の晒性を100として ､ 残榊宙惟を
tK亨で算
出した o なお酵素阻害剤反応溶液を残存活性測定系に希釈した時 にこの系に持ち込まれる陛 り
の 影響を
調べ たと ころ ､ CXM では残存活性測定系に持ち込まれた CX Mが括抗阻害剤及びプ
ロ グ レ ッ シプ阻字淵
として影響して い
'
る ことが確認された. A Z T, CA Z ではこの 影響が完全に除去されて い たo
5･ 3･ 2 結 果
Fig5･2 に本実験で用い た3種の オキ シイ.ミ ノ系β
- ラク夕ム剤による野性型酵素の プ ロ グ レ ッ シプ 阻害
の測定結果を示した ｡ Ⅰ/E は酵素と阻害剤の モ ル濃度比で あり酵素濃度はいずれも5･2JIM で反応を行な て)
た｡ 3薬剤すべ てが30秒から1分の 間に速やかにすべ ての酵素を不精化し , プ ロ グレ ッ シプ降
才r jとして
働い た o CX MとCAZ で時 一 定時間経過後､ 活性の完全回復が見られた. これら薬剤による酵素阻害ほ町
逆的で ､ これら 3薬剤はきわめて低 い速度であるが加水分解される ことが明らかとな っ たo A Z Tに つ い
ては測定時間内に活性回復は見られなか っ たが ､ ゲ ル ろ過に よ っ て遊離の 阻害剤を除くと約 50時間の 半
減期で活性回復が見られる ことが既に報告されて い る【
61】
｡ 残存活性測定糸の C ET分解曲線から ､ 速 い 晴
性回復とそれに続く遅い 活性回復の 2相がオキシイ ミノ系β- ラクタム剤に共通した硯象として観察された
(Fig5･7)｡ これは2種類の不括化酵素が存在することを示すo Fig5
･2 の実線は速い 悟性回復相の C ET 分
解速度であり点線は遅 い活性回復相の CET 分解速度である ｡ 速い 括性回復をする不暗化酵索の全酵素申
の割合(Fig5･ 2 の点線と実線の差)はCA Zと A Z Tで はそれぞれ 30%, 7%と
JjEであ っ たo 定常状態で は
回復速度の異なる 2種の不括化酵素が 一 定の割合で存在することが明らかとな っ たo
- - 方､ CX M ではこ
の割合が 一 定ではなく
‾
､ Fig5･2 の点線と実線の差が経時的に増加した o これは野生型酵素が CX M に対
して他の薬剤より高い 親和性を持つ ことに起因すると考えられる o C X Mは K i値が 0.03ilM と A Z T の
1/1 0, CA Z の 1/500 である ｡ 阻害反応実験での C X M濃度は最小 の Ⅰ/E - 10 でも5 2〃M であり ､ 残存活
性測定系に希釈後でも約 0.3 〃M のCX Mが この系に持ち込まれる ｡ 持ち込み CX M の影響を考慮に入 れ
るとCX Mでも定常状態におい て は2 つ の不括化酵素が 一 定量存在する ことが予想される o
E 219K 変異酵素で はCX M, CA Zはプ ロ グ レ ッ シブ阻害剤として作用せず､ A ZT のみ がプロ グ レ ツ シプ
阻害を示した｡ A Z T濃度はⅠ/E比が 5, 10 または20となるように終濃度をそれぞれ 5.7, ll.5, 22.9 〃M
に設定したo 反応は5.73pM の酵素を100pl(終濃度1.15pM)加えるこ とで開始し､ 野生型と同様に残存
活性を測定した｡ E 219 K変異酵素の A Z T によるプ ロ グ レ ッ シブ阻害を Fig5t 3 に示した｡ 野生型酵素は ,
Ⅰ/E比 1 の A Z Tによ っ で完全阻害を受け､ しかも測定時間内に活性回復は観察されなか っ た o E219K 変
異酵素で は 一 定時間経過後､ 活性回復が観察された｡ また野生型酵素で は ､ A Z Tによる完全阻害からの速
い活性回復によ っ て 回復する酵素画分が全酵素の 7%であ っ たが ､ E 219Ⅰく変異酵素では9 5% 以 上で あ っ た
(Fig5･ 8)｡ 野生型酵素で観察された 2種の不括化酵素のうち ､ 速 い 回復速度を持つ 不括化酵素の存在比が
著しく増加した ｡
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5 ･4 不活化および再活性化の速度定数
5･4･ 1 原 理 と 方 法
不満化の速度定数
野生塑酵素の CX M, CA Z, A Z Tによるプ ログ レ ッ シブ阻害で は ､ 反応開始後30秒以内に全酵素が不晒
化されたo その ためこの不括化進行曲線から不括化の速度定数(kina ct)を決定するこ とがで きなか っ た｡
そこで kin a ciを求めるために レポ ー タ ー 基質と して C E T存在下で 阻害進行を調べ たo 30
L汚C, 3 rnl の 50
m M NaP B(pH 7･0)中終濃度400FLM のCE Tと適当な濃度の阻害剤を共存させ ､ これに0.9 7FiM の 酵素を
20pl加えて(終濃度o･po65pM)反応を開始した . CE T分解に由来する 290n m の 吸光度減少を測定した8
C E T の初濃度は ∬ m 値の約40倍であり､ 阻害剤や官なければ C E T分解反応が最大速度で 進行し ､ その分
解曲線の大部分が直線となるo 野生型酵素の A Z T阻害からの回復過程の吸光度変化を Fig5･4 に示した｡
反応開始時には阻害剤濃度に見合っ た括抗阻害が観察される ｡ その後 ､ 時間経過とともに不晴化酵素が増
加し ､ これが C E T の分解曲線に反映されて い る ｡
E .J
E● S
E ＋l＋ S
㍗/
ゝ
､
E ･(
kin a ct krea ct
kcat
Sche m e5･1
60
E ＋ P(s)
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基質存在下で の阻害進行の 濃艶的解析につ い て は Nishioka らの方法[62】を用い た. 酵素､ 阻害剤､ 基質
の共軒Fー
'
で はSche 汀1e5･1 のように反応が遊行する ｡ こ こで E は酵素､ Ⅰは阻害剤 ､ S は基質(CE T)､ E ･
Ⅰ
,
E ･ S はゃれぞれ酵寮と 】及びCE Tとの ミカ エ リ ス 複合体 ､ E-Ⅰ は酵素と阻害剤との不括化酵素､
P
(Ⅰ), P(s)はそれぞれ阻害 凱 CE Tの加水分解魔物とする ｡ 反応初速皮はCE Tと阻害剤との措抗により決
定されるの で
tlo =
VrT,L a 諾･ lidI【S]o
A ･ I{m ･[I】
とあらわすことができる ｡ Vm 弧 はCE T分解の 散大速度､
(5･1)
IIm 倍は C E T に対する K m 値 ､ K dは阻害剤
の解離定数､【S]はCE T漁度 ､【S]oは?ET 初渡波､[I]は阻害剤濃度である o 基質の分解に対して[S]et[S]o,
【Ⅰ]≫【E】8,【S】o≫【E】oの糸件下で ､
壁1 M 型 丑【S】()
dt A ･ I{m ･[Ⅰ】
の式が成立する ｡ こ こで
A - 1＋晋.監漕
B = 処空
A
C - B ＋k, i.a L,i
D =
V m a 3･ II
p
d ･[S]o
A ･ Ii
r
m ･[I]
とすると前式は
x l -
B ･il - e xp卜C ･ t))
C
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(5･ 2)
(?･3)
(5･4)
(5･5)
(5･ 6)
第5章 オキシイミ ノ系β- ラ クタ ム剤分解反応の酵素化学的解析
d[P] D ･(C - B) . B ･ D ^ . , "/ _r J＼＋ ㌔ ニ e xp(- C ･ t)
d舌 C
'
C vー
ー
r ､
とあらわすことができ ､ 両辺を積分すれば ､
[P】-
D ･(C - B
C
t･筈(1 - e xp(- C ･ t))
となる ｡ よ っ て定常状態の分解速度は次のように表される ｡
[P】∞ -
D . kr e a ct B ･ D
＋ すC
この 2 つ の式を引き算すると
【p]∞ -【p]- AP - 筈 e xp(- c ･ t)
となり ､ 両辺対数をとれば
(5･7)
(5･8)
(5･9)
(5･1())
1n A[P] - rC ･ t＋ lm(B ･ D/C
2
) (5･11)
となる . よらて分解曲線から△P を求め ､ 時間に対して△P をプ ロ ッ トすれば C を求め る こ とができる o
またk, e a c七を他の方法で求めるこ とがで きれば､ a - kr e a ctに よ っ て B を求めることができるo 馴 ま骨の 定
義から､
B =
kin a ci I[Ⅰ】 kin a c士 ･【Ⅰ]
′
郡
=
平謂〈[I]＋ A'd(1＋
である ｡ こ こで 町 とは
[Ⅰ】
′
-
1＋
【Ⅰ】
上艶
K m
である ｡ 辺 々 逆数をとると ､
1 ∬d 1 1
富
=
盲= 言
●
評
＋
石=
(5･1 2)
(5･ 13)
(S･14)
となる ｡ よ っ て阻害剤濃度を変えて B を測定し､ 1/B を1/川′に対して プロ ッ トすれば ､ その y切片の 逆
数からkin a cげ 計算され Ⅹ切片の逆数から K dを求めるこ とができる o
野性型酵素の測定では阻害剤濃度として C X Mの 場合は[Ⅰ】
′が 0.0 07-0.029〃M の 範陶から9点､ C A Z で
は0･168- 0･84pM の範囲から6点､ A Z T では0.23-0.048FLM の 範囲から8点をそれぞれ選 んで 設定し実
験を行っ た ｡ E 219 K変異酵素で は A Z T のみが阻害剤としての性質を残して い たo 野性型に比 べ ､ 完全阻
害に至るまで長時間を要したの で【S]oを8 00pM とし､【Ⅰ】′は2.66- 6.7FLM の範囲から 5点 ､ 2.86pM の
E 219 K変異酵素20〃1(終濃度o.o19〃M)を加える ことで反応を開始した｡
活性回復の速度定数
CX Mと CA Zによ るプ ロ グ レ ッ シブ阻害の実験で は､ 一 定時間経過後に活性回復が観察された ｡ これは
最初に加えたオキシイミノ系β- ラクタム剤がすべ て分解され ､ 未反応の薬剤が消失したためと考えられる ｡
プ ロ グレ ッ シブ阻害実験におい て酵素阻害剤反応溶液を大過剰の基質(C ET) 溶液に希釈して残存活性測
定を行っ たo こ の測定の代表的なCE T分解曲線をFig5･7 に示した｡ こ の分解曲線は5･ 3 で示したように
2柑性を示 したo まずほぼ速度oから速い 速度で括性が回復する相(以降速い 悟性回復と表す)が現れる ｡
しかし ､ こ の相で は括性は 100%まで は回復せず(Fig5･4 では 7%)､ それに続く CE T分解速度が 一 定と
なる相 (以降遅い活性回復と表す;Fig5･4 では97%がこれに相当)が観察された｡ 2 柑性は E 219Ⅰく変異酵
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S･4 不満化およぴ再活性化の速度定数
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desぐril脚IFi馬 5･7. TIM l汀 血 Ill呈inモ､in(ま主毛･如i,I絹 f･hモI al)s 肝Pti()n く!harlgt/? With the 弧 m ea mou nt Ofthe u n-
tr e at.f､d enpz,
.vll'そ､ 若柳 f,hf･ tml喜如 (iil王l研 l 汎
素の A ZT によるプロ グレ ッ シプ臥寄寓験で導き観察きれたが ､ 遅い晴性回復の割合は5(7o以下であり､ 棲端
に減少して い た(Fig5-8)o ニ の適い 括性阿複u)速度淀致(埠紺 (!l)の解析は Waley らの方法【63]によ っ て算
定したo こ れによると旅情ti-7儀が起こ γL)で い る反応系 御中でレポ
･ - 夕 - 遊資の分解速度は次のように表さ
れる ｡
一芸-[v - む･ - 抑[
S
S＋IIu･l〕
ここで 1r は段大連度,S はレ ポ - 一･4 ダ - - 遜質の 過度,
(5･1 5)
kt は速度定数である o bは時刻0 で の初速度を voとした
ときb = V - ･2,oを表すQ こ れを 両辺檎分して ､ か つ 吸光度 a を用 い て表すと ､
(和 一 (i)
AE
I(1＋篇) - [
t)(1 - (,†Ⅹp卜 叫)
良 ] (5･16)
と表せる ｡ よ っ て時間が経過して 億速度とな っ たとき ､ 右辺は V ･ t - b/k となる. - 定速度の直線部分
を延長し ､ 分解曲線寛測値との 差を∂とすると ､
1n ∂ = c mFもSt - kt (5･17)
が成立し ､ こ の差を時間に対して片対数プ ロ ッ トすればその直線の傾きから速度定数k を求めることがで
き ､ これが k
,
/
,
i,. <主Clとなる o
また遅 い活性回復の 速度定数(九r e-∫, ct)は遅い活性回復相の残存活性から不晴化酵素の割合を求め､ 時間に
対して片対数プロ ッ トする ことによ っ て 求めた｡ 野性型酵素の A Z T による阻害で は観察時間内(300min)
に悟性の 回復は見られなか っ た｡ しか し､ その速度定数は ､ ゲ ル ろ過カラム(Sephade xG-25)によ っ て不
括化酵素を反応溶液からうテ縦線測定した活性回復速度定数が､ 既に報告されて い る[ 叫.
5･4･2 速度定数の 比較
以上の方法により決定きれた逮夜定数を Tal)lfゝ5 ･2 に示したo 野生型酵素と3種の オキ シイミノ系β
- ラ
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ク ダム剤との反応における過度
'
iZ艶には以下の特徴が存在したo たinaelほ3 つ のオキシイミノ系β- ラクタ
ム剤の 閑で大きな適い はなく､ 骨の大小関係ほ分解悟性の大きさとは関係はなか っ たo 野生型酵素とCX M
との 反姑に 掛ナる安敵性♂)1l'患い 利 別ヒ酵轟の 制令は 船+別)%程度と見積もる ことができる の で分解油性は
安溶性の 低い 不消化酵寮q)朝命と相関して いる o またたccit憶とkpea(,f億がほぼ同
- で あり ､ 脱ア シル化反
応を含むア シ 桝羊欄 体が崩壊し､ 反応産物を遊離させる過程が律速段階である ことを示唆してい る o また
kcat儀が人きいものほ どIi
'
i, IL
”
(i偲が大きく ､ 親和l性が鳳■下したo IIiとI{d健はCXM,CA Zで はほぼ同
じであるが ､ A Z
y
r の 放応では野壌 凱 E219 K変緊酵寮共にIi
'
d の方が10- ･∧100倍大きい o 良好基質との戟
合から得たIi
p
i健と不晴イヒ酵療形成過度の汲度依存性から決定したIi
'
d との遠い に起因するもので ､ その
1 つ の解釈としで ミカ エ リ ス横合体形成後 ､ 不精化酵素に至る過程で 大きな構造変化が起きるこ とが考え
られる o A Z T ほオ卑シイミ ノ系i3- ラクダム剤という点ではC X M,C A Z と同グ)I,
- プと考えることができ
るが ､ を ノ バ クタム湘で ある点でオ卑シイミ ノ糸セフ ァ ロ ス ポリン剤とは異なる阻審メカ ニ ズム を含むこ
とを示唆して いる o A ZT による反応の野生型とE219Ⅰく変輿酵素のパ ラメ
ー タ - を比較するとE219K 変異
酵素の kr e a c毛, たLe a ei儀は野生型の 50 倍に上鼎して い たo -･ ･･- 方､ E 219 K変異酵素の kina ciは野生型の 1/80
に低下してい たo また安愛性の低い不括化酵瀦の朝倉はE219K変異酵素は野生型の1 3倍に上昇してい た｡
5･5 考 察
オキシイミ ノ系)ラ- ラ ク ダ ム削がク ラ ス Ci3- ラクタ マ
- ゼ安定性の高い原因と基質特異性拡張型β- ラク
タ マ - ゼ の 分解活性上昇の 薬尉を明らかにするために野生塑と E219Ⅰく変異変異酵素によるオキ シ イミノ
系β- ラ
J
クタ ム剤加水分解反応の酵素化学的解析を行っ た. 定常状態解析から得られるたc at, Ii
'
m
,
A
'
i備に
加え､ CE Tをレポ - ク ー - 暴質として 剛 ､る ことによりプロ グレ ッ シブ阻害､ 不括化過程 ､ 回復過程の解析
を行ない ､ A, e a rl,A,L糾 rい たina et値を決定したo
野生型酵素の オキシ イミ ノ糸β- ラ クタ ム剤分解反応で は､ 良好基質の CE Tと同等以上の高い 親和性と
1/10000以下の低い 分解速度が特徴的であ っ た｡ こ の性質がオキ シイ ミノ系β- ラクダ ム剤の高い β
- ラク
タ マ - ゼ安定性の原 因で ある o 野生型酵素の C AZ 分解反応ではInitial Bu rstが観察されたo こ の現象は
ア シ ル 中間体の すみ やか な形成とその 高い 安定性を示し ､ オキ シイミ ノ系β
- ラ クダ ム剤の クラ ス Cβ- ラ
クダマ - ゼ安定性はア シ ル 中間体安定性に よるこ とを示唆して い る . /3- ラクタ マ
- ゼ による β- テクタム
剤加水分解反応は S｡he m e5･ 2 に従い 進行する o
- 般にクラス Cβ- ラクタ マ
- ゼによる β- ラクダム剤分
解反応の律速段階は脱ア シル化反応(た＋3)で あり【叫 ､ 定常状態におい て ア シ ル中間体が
一 定の割合で存在
する ｡ しかし C E Tな どの 良好基質で は反応が速い ため通常の条件で はInitial B11rStは観察されなか っ たo
野生塑酵素の CXM, A ZT 分解や E 219Ⅰ(変異酵素の A Z T分解で Initial BtlrStは観察されなか っ た理由は
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定常状態 へ の移行が速い こと ､ A Z T のAeが小さ い ことなどがあげられる o
k
＋1 k＋2
E ＋ S = E ｡ S
‾ . ‾ 一‾ ー - E ･ A
k
･1
kd
b' E ＋ P
Sche m e5･2
E 219 K変異酵素ほ3種のオキシイミノ系β-.ラクタム剤に対するkcatl直は上昇したが ､ (1E T分解の ん(I(lt.
K m 倍はほとんど変化しなか っ たo こ れは E219 K変異が触媒残基の機能に ほとんど彩轡を及ぼさな い こ
とを示唆する ｡ 従 っ てオキシイ ミ ノ系 β- ラクダム剤分解活性上昇は触媒城塞の機能に直磯彩轡を与▲ える
変化で はなく､ 不括化酵素の安定化機構を障害したためと考えられる 0 E 21 9 K変異酵素ではオ卑シ イミ ノ
系 β- ラク夕 ム割に村する kcat値の増加に伴 っ て親和性が低くなる傾向があ っ た｡ Ii
'
2:は野/壬潤 酔顔に比
べ ､ C X Mが 60倍, A Z Tが3借上昇して い た｡ CA Z でも ∬ m 値が 70倍上昇して い た ｡
一 般的なア シ ル
酵素メ カ ニ ズ ム で はア シル化 脱アシ ルイヒの 反応速度定数をそれぞれた＋2, た＋:卜 酵熟 慮質複合体の 解離態
数を K s とすると , K m - Ks･k＋3/(k十2＋k'3)とあらわすことができる o E 21 9Ⅰ(変艶酔顔の オ卑 シイミ ノ
系薬剤に対する親和性低下の要因はミ カ エ リ ス複合体の親和性低‾F､ 脱ア シ)i,化速度(入丁＋:i)a).i
l
. 如 こよる
K m 値の上昇が考えられる . また良好基質で ある CE T の親和性はほとん ど変化がなく ､ 親和性 ト馴まオ
キシ イミ ノ系β- ラグタム剤に特有の 性質であると いえる ｡
プ ロ グ レ ッ シブ 阻害実験から括性回復の速度定数が2 つ ある ことが明らかとな っ たo これほ2穂の不晒
化酵素の存在を示して い る. 野生型酵素とオキシイ ミノ系β- ラクダム剤の反応におい て kr el`Ci値の大きさ
の順CX M>CA Z>A Z TはkLe a ci値でも同様であ っ たo 活性回復速度は不晴化酵素の 安
'
&J性を来すo この槻
は不括化酵素の安定性の低い順と考えて良い o 遅い 暗性回復の速度定数(kr e act)は脱ア シ)V化速度という
よりは ､ 脱アシル化が可能なコ ン フ ォ メ - シ ョ ン へ の移行速度を反映して い ると考えられるo k.. ea r(億は ,
ほぼkcat億と等しか っ た｡ またプ ロ グ レ ッ シブ阻害の10%阻害持続時間(1agtim e)から求め た kc(d 値は
C X Mが 0.4 ‾ 1
,
c A Zが0.07‾ 1で ､ Lin e w e a v er- Burk Plotから算出したkc ai億と等しか っ た ｡ こ の結果は
不括化酵素の コ ン フ ォ メ - シ ョ ン変化とそれに続く脱アシ ル化ス テ ッ プを含む不括化酵素から加水分解産
物の生成過程がオキ シイミ ノ系 β- ラ ク夕 ム剤分解の律速段階で ある ことを示すo --･ 方 ､ A,
/
.
e a clは安定性の
低い 不括化酵素q)分解に由来する と考えられる ｡
2種の不括化酵素を含む反応機構は E･ clo ac aeP 99が産生するク ラス Cβ- ラ ク夕 マ - ゼと A Z T の反応
におい て Sche m e5･ 3 の ようなモ デ ル が提出されて い る[65]o こ こで E は酵素 ､ E･Ⅰ はミカ エ リ ス複合体 ､
k
＋1 k＋2 kJ k＋4
E ＋) = E･I こ:= =:三 E･l★ --- - - - - - E ･ A I - ･- - ← E ＋ P
k
･1 k･2
Scbe m e5･3
E･Ⅰ*安定な不括化酵素､ E- A は不安定な不括化酵素､ P は反応生成物である o クラ ス Cβ- ラ ク ダ マ - ゼと
オキシイ ミノ系 β- ラクタム剤との反応が S 血e m e5･3 の直線的な反応機構に従うとすると ､ 安定性の高い
不活化酵素が ミカ エ リ ス 複合体で
一
ぁる点がInitial Bu rs七が観察される点と矛盾する . また ､ こ の 反応機構
で は律速段階はk＋3となる o E･Ⅰ形成後に E- A が形成草れる Schem e5･ 3 では反応開始直後か ら2種の不
括化酵素の割合が 一 定である ことに矛盾する ｡ 本研究で は Sche m e5･ 4 に示した分岐を伴う反応機構を授
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5･5
k＋7 k＋2 kd
E ＋妊 芸ニ ニ 二ニ空 監｡巳
▲.- - - 一 斗 E ･ Å - - ･ E＋ P
k
･1 k4i†k･4
監 ･ A*
Sche m e6･4
寮する ｡ こ こで E･Ⅰは ミカ エ 1]ス 複合体､ E- A は
'
&
'
･ 脚との低い 不暗化酵素(アシル中間体)､ E- A*は安
'
& 性
の商い 不晴化酵瀦を示すo S(･i呈㈹ 1t､ 5･ 4 に従うとする と本察での解析結果を以下のように解釈することが
できる ｡ 野生 型酵素に比べ て FJ2191(渡輿酪寮の ki,"l Clほ り8() に低下し ､ KIT E ( " ,h kLea ct偲 ､ 共に約200倍
に1･.昇した`:, 直線Fi望の Sぐh 和 1く･- 5･ 3 に従うとする とオ卑シイミ ノ糸iプー ラ ク ダ ム剤加水分解晒性上昇は､ 不
晴化速度と晴惟伺複過度u)In5]J
q
のl･, 封が必 濃であるが ､ A.i,t e.ど.lはむしろ E 219Ⅰくの方が低い こ とで矛盾があ
るo 一′JjJ､ 分岐型U)Sch(･n l(ゝ 5 ･ `垂 に従うとすると以 F
●
の ように脱明できる o A:in a (.iは安定な不晒化酵素の形
成速度で あり､ ア シ ル 似療焼が 卜桝三越い と伽起すれば ∴_引こh:州 4を反映すると考えられる o kLe a c-(は主に
E- A の 銀牌過稚を放映し､ 骨 U)順 # は kヰ:主の ト濁格示す o k
･
,･e.i,<N ほ安定な不悟性酵素の分解を反映するの で
k＋4からk＋3を経た分解魔物併り軌況ゃる過椎を示し ､ Å丁ヰ3>k＋d より た,･ e,.,,王は む＋4を示すo E 21 9K 変異酵素
で は ん脚 4の 低 ド 搬 l " ｡.ta)低′【-F)とkヰ4の 上
1
. 輿(た 竹 1 E..1の と昇)によりk
l
… 4 と hl＋4の平衡がずれ ､ a- A*の存在
比が減少 ､ またた＋4 の 上昇による E- A*の蜜敵陣の低下により全体の反応速度が上昇すると鋭明することが
できる く, 以l･, よ りオ卑シイミ ノ系i3･ ラクダム別の 阻審機楠ほSぐhc m e5･ 4 に従うと結線される . 野生塾酵
素で は E- A*はなん らか の 粟尚で 8位の か レポ ニ ル炭素が水分子の求核攻撃を受けず ､ か つ 安定に存在す
る構造､ FJ -A はある程度水分ず･ の求核攻撃を受けうる構造をとるこ とが予想される o E219 K変異酵素では
触媒反応に直磯野轡を与えない 晴性中心から離れた残基の 変異により､ Helix 8-9間ル ー プの コ ン プ オ メ -
シ ョ ンを変化きせて E- A*の存在比と安定性を低下させ ､ オキシイ ミ ノ系β- ラ グタム剤加水分解速度を上
昇させて いる と考えられる ｡
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院63胤β - ラ 夕顔 ∇ - ゼg)発見と尊釣性質
簿ⅠⅠ部で はin vitroで作成した変異酵素の解析結果より鈍色体性クラス Cβ- ラクダ マ
- ゼは多くの部位
の ア ミ ノ酸澄換変輿により 糾 一確率で オキシイ ミノ糸β- ラクダム剤 へ 基質特異性が拡張する ことができ､
オキシイミノ系/3- ラ ク タム剤高度耐性菌が出現する可能性を示したo こ のような現象は既に臨床の現場に
出現して い る可能性が考えられる o そこで 艶色体性クラス Cβ- ラクタマ - ゼを産生し､ 臨床的に分離頻度
の 高い 且 coli, a. fre u ndii, E. cloa caeを対象にオキシイ ミノ糸β- ラクダム剤耐性菌のス クリ
ー ニ ン グを行
い ､ 遜質特輿惟拡張型ク ラス C/3- ラ グタマ
- ゼを生産する耐性菌を探索したo その結果､ a. clo a ca eG Cl
株が発見された o 本寧で は G Cl株の 生産するクラス Cβ- テクタ マ
- ゼ の性質とオキ シイ ミノ系β- ラクダ
ム剤耐性 へ の 寄与を調べ ､ さらに G Cl β- ラグタ マ - ゼ のク ロ ー ニ ン グおよび塩基配列の 決定を行っ た ｡
また ta (J, プ ロ モ - 夕 - を利用し､ 大腸菌遺伝子で大慶の酵素を蒐現させる系を確立し､ 酵素精製を行ない ､
G cュ♂- ラ クダマ
- ゼ の酵素化学的解析を行なっ たo
6 ･且 E｡ clo a ca e G C且棟の発見とその性質
製薬会社研究所､ 千･* 県内の 医療機関の 協力により CX M, CA Z, A Z T に高度耐性を示す E･ cloa ca e,
E. c oli, E. clo a c ae の 蘭株を収集し ､ 耐性レベ ル ､ β- ラクタ マ
- ゼ の基質特異性パ タ ー ン を検討した結果
E. clo ac a eG Cl を発見した .
6･ 1･1 E. clo a c a eG Cl 株のβ- ラクタ ム剤耐性
GCl殊に対する各種β-1a ct am 剤の MIC と租酵素抽出液中の菌体タ ン パク当りのβ
-1a ct am a Be活性を各
基質200pM の 条件で ミクロ ヨ
ー ド法で測定し､ Table 6･1 に示した o Table 6･ 1 に比較の ために示した
p99株は約30年前に分離された従来の β- ラクタム剤耐性菌であり､ 典型的な染色体性クラス Cβ
- ラクタ
マ - ゼを生産する【66]o 一 般的に染色体性クラス Cβ- ラクタ マ
- ゼ はβ- テクタム剤により誘導的に生産さ
れるo P 99β- ラクダ マ
- ゼは誘導的に生産されるので後期対数増殖期で CF Xを終濃度50p g/mi となるよ
うに添加し､ 30分後の菌体から租酵素抽出液を調製したo これに対して G C lβ- ラクダ マ
- ゼの生産は構
成的で あ っ たので CF X による誘導をかけずに租酵素抽出液を調製した o P 99はオキシイミ ノ系β
- ラ クタ
ム剤感受性でその分解悟性は CE T の 1% 以 下である o こ れに対して G c ュβ
- ラ クダ マ - ゼ の活性はCX M
で C E Tの 50%, CA Z で 7.3%と高い 分解活性を示し､ 著しく高い M I Cを示 したo
6 ･2 G Clβ- ラ クタ マ ー ゼ遺伝子のク ロ
ー ニ ング
G C l のβ- ラクタム 剤耐性がクラス Cβ
- ラクダ マ - ゼ に起因する ことを確認するために GC lの染色体
性クラス Cβ- ラクタ マ
- ゼ遺伝子のク ロ ー ニ ン グを行い ､ GC l
･
β- ラクタ マ
- ゼ遺伝子導入大腸菌の β- ラ
ク タム剤耐性を調べ た｡
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第 6章 G Cl β- ラク タ マ ー ゼの発見とその性質
Gcュ P 99
M IC Rel. Activity M IC Rel. Activity
β- La ct am (p g/ml) (%) (pg/ml) (%)
CE T >1600
CX M >1600
CA Z 800
A Z T 400
A PC >1 600
PCG >1600
100(2.2)a >1600 100(4･6)
a
5 0 800 0.46
7.3 100 0.54
N.b. 6.3 N.D .
1.1 >1600 0.45
10 >16 00 11
a :Spe ci丘c a cfivity(U/mgbacterialprotein)is sho w n
'
in par enthes es･
N .D . : Not deter min ed
Table 6･1 β- La cta m r e sista n c e a ndβ-1acta ma s e a c七ivi七y ofE ･ clo a ca estr ain B･
6･ 2･ 1 , ク ロ ー ニ ング
E. clo ac aeβ- ラクダ マ - ゼの クロ ー ニ ン グと塩基配列は既 に報告されて い る【8
7 叫
o 既報の配列を参考に ､
a mpc の上流部 ､ 下流部に相補的か づ 5
′末端側に Ba m HI切 断部位を付加したオリ =1ヌ ク レオチ ドを合成
し､ プライ マ ー として用い .f=(Table 6･ 2). 菌体 D N AをOw enらの 方法【33]で調製したo PCR は100FLlの
P dm er Sequ en ce
I I
EC G CP R F 5[-CG A A G G G A T C C A G C A T T C C GG CT A T-3I
ECGCP R R 5[- G A T G G A T C C C GG CA A TGT T T T AC TG-3/
Table 6･2 P C Rprim e r s七o a mplify the G c ュa nd P 9 91β-la c七a m a s ege n e s. B a n HIsites w er e
u nderlin ed,
反応溶液中(0･3 鵬 菌体 D N A, 200〃M d N T P, 0.5〃M ea ch Prim er, PCR BUで.【10m M TrisHClpH 9.0, 50
mid K Cl, 3.5 m M MgC12,0.1% Tr i七onX-100, 0.01%bo vin e ser um al bu min], 2.5 u nits Taq polym er as e)､
93
o
C-1分､ 55
o
C-2分､ 72
o
C -2分を2 5サイク)i,行な っ た後､ 最終伸長反応を72
o
C 7分行な っ た ｡ G cュ, P 99
の Total D N Aを鋳型 に P C Rを行 っ たとこ ろ ､ それぞれ理論値と 一 致した 1.55 kb の D NA が増幅された｡
増幅された D N Aを Ge n eClea nI(itで精製し､ B a n Ⅲ 消化後 ､ 再度精製し ､ pH SG398 の Ba m HI部位
に導入 した ｡ P99β- ラクタ マ - ゼ遺伝子を組み 込ん だもの をpCS9 00, GC lβ- ラクダ マ - ゼをpC SIOOと
命名した｡ PC SIOO, 900を大腸菌 E. c oli AS226-51 に導入 し､ そ の β- ラクタ ム剤耐性と β- ラクタ マ - ゼ
活性を調べ た(Table 6･3)0 ♂- テクタ マ - ゼ括性は各基質200〃M の条件で ミクロ ヨ ー ド法で測定し ､ 菌
体タ ン パ ク当たりの比活性で示した ｡ それぞれの β- ラクダ マ - ゼ遺伝子導入大腸菌の β- ラクタム 剤耐性
パ タ ー ン ､ 基質特異性プロ フ ァ イ
‾
ル は親株の E. clo a ca e株と同株な結果を示したo E. clo a c aeG Cl の オキ
シイミ ノ系β- ラクタ ム剤耐性は染色体性クラス Cβ- ラ クタ マ - ゼ に起因するもの と結論づけられた｡ β-
ラ ク ダ マ - ゼ 比括性はpC SIOO, 900 をそれぞれ導入しキE･ c old A S 226-51 で 1/4- 1/10 に低下 した｡ 発現
量の低下が原因と考えられる ｡
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6･2 GClβ･ ラク タ マ ー ゼ遺伝子のク 口 - ニ ング
毘 olo a ca eG el
chrom o s o m ag D N Å
Amp珊¢a恥 n byPCR
Cla s sCβ-La cta m a s eg n e
B 肌 和
KpL]I
Ba n H I
Ball)H Ⅰ
B& m 州 dige stion arlgatio n
rcm I
pC $1 00
KpL7I
X ba I
fcmtpH S G 398
1acI
R:pnI Ba mHI X baI
BanH I
G Clβ-Ia ctam asegen eClo nePC S IOO
F ig 6
･1 C lo ning str ateg yof G C IP
-la cta ma s ege n e･
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第 6章 G C lβ- ラ クタ マ - ゼ の発見とその性質
E･cloa c a eG C I E･c oliA S226-51/pC Sl()()
M IC Rel. Activity M IC Reユ. Activity
♂- La ct am s (pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
CE T >1
'
600 100 (2･2)a 400 100(0.5)a
CX M >1600 50
CA Z 800 7.3
A Z T 400 N.D .
A PC >1600 1,1
P C G >1600 10
40 0 41
25 4.7
6.3 N. D .
100 0.9
80 0 1 0
E,clo acaeP 9 E･ c oli AS226-51/pCS900
M IC Rel･ Activity M I C Reユ. Activity
β-La ctarn s(p g/ml) (%) (FLg/ml) (%)
CE T >1600 1 00(4･6)a 800 100(0.4)a
CX M 800 0.49 25 <0.09
CA Z 100 0.54
A Z T 6.3 N.D .
A PC >1600 0.45
PCG >1600 11
3.2 く0.3
1.6 N .D .
100 0.4
1600 10
a :Speci丘c a ctivity(U/mgba cteri alpr otein)is sho w nin pare nthes es･
Ⅳ .D . : Not deteI･ min ed
Table 6･3 β- La cta m R esista n c e a nd P- La cta m a se A ctivity of E. c oli A S 2 2 6- 5 1c a rrying
the G C la nd P9 9β-la cta m a s ege n e s a nd p are ntal E･ clo a c a e strain s. β-La cta m as e a ctivity
w a s m e as u red u sing cellextra cts of E･ c oli AS226-51c ells ha rbo u ring t,he P 99o rG cュβ-la cta m as e
ge n es･ T he en zym e ass ay w asperform ed by the micr oiodom etric m ethod wi七h 200pM s ubstrate. Rel.
Activity(relativ e activity)is e xpress ed as aperc entage ofcepbalo七bin hydr olysis.
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6･ 4 基質特異性拡張要図の同定
6｡3 GC且β- ラ クタ マ - ゼ遺伝子の塩基配列
塩基配列を決定するために pCSIOO のβ- ラクタ マ - ゼ遺伝子を含む1.55 kb の Ba m HIフ ラ グメ ントを
M 13m p18 に鳳人した ｡ そ の 際､ 方向性がl(i(-Z と 朴
- の ものを M 13-10 ､ 逆方向の もの を M 13-101とし
た｡ 同様に P 99/プー ラ ク ダ マ
- ゼ過伝子を導入した M 13- 900, M13-901も作成した｡ それぞれ ssD NA を調製
し ､ P 99P･ ラ クダ マ - ゼ過イ云子の塩盛配列を参考に作成した1 9本のカ ス タムプライ マ ー を用 い て
L
dide o xy
一
chaillt.(･r min at.()r 法で塩濃配列を決定した｡ P 99/プー ラクタ マ - ゼ遺伝子は既報の配列と -･一 致する ことを確
憩した o Fig6･ 2に決定した G Cl の /3- ラクダ マ
- ゼ遺伝子とその周辺領域の 塩基配列を示したo 決定した
1.55 kb中に115 5bpから成る G Cl/3- ラ ク ダ マ
- ゼ遺伝子が存在したQ G cュ β- ラ クダ マ - ゼ遺伝子はP99
遺伝子と98%の轟い相同性を示したo ノヲ･ ラクダ マ - ゼ遺伝子中興なる塩基配列は1 6箇所存在し ､ そ のう
ち 3箇所で ア ミ ノ酸が変化して い た ｡ これらの部位の塩基配列は菌体 D N Aから ECG C P R F, E CG CP R.氏
を1:50ある い は 5():1 の 割合で混合した PCR を行な っ て ssD N Aを合成し､ PCR 産物の塩基配列を直凍
決定した o ク ロ ー - ン 化した適依ヂ･ と鈍色体上の配列が 一 致する ことを確認し､ 配列の違い が PCR 反応に
起因する間速い で はない ことを確認したo ア ミノ酸配列の輿なる部位付近の配列を他の クラス Cβ- ラ ク ダ
マ - ゼ の 配列と比較した(Fig6･3)Q G Clβ- ラクダ マ - ゼ 16位は V al､ P 99で はIle であ っ たo 他の オキ
シイミ ノ系iプー ラクダ ム剤感覚性の E, tL:lo a ca e株が生産する Q9 08R, M H N l♂
- ラクタ マ - ゼ でもV al であ
る ことから ､ Val18ほオキシ イミノ系 β- ラクダム 剤 へ の基質特異性拡張にほ寄与しない と予想される o 同
様に G Cl♂- ラタタマ
･ - - ゼの PfO88もQ908 R, MNfⅠ1株や C.fre u ndii GN346, E･ c oli K 12 でも同アミ ノ酸
である ため ､ オキシイミ ノ系 β- ラクダ ム剤 へ の基質特異性拡張には寄与しない ことが予想される .
一 方､
G cュjぎー ラクダ マ - ゼ 211位から Alむ Ⅴal- Argが挿入されてい た ｡ こ の変化は G Clβ- ラクタ マ
- ゼ に特有
のもの であり ､ 濃紫特異性拡張へ の寄与が予測されたo 3 ア ミノ酸挿入をコ ー ドする塩基配列は P 99β- ラ
クタ マ ー ゼ に元から存在する Ala208- val209 - Arg
2 10をコ ー ドする 9塩基が2回線り返されて い た o G Cl の
3 ア ミノ酸挿入 は盈複変異から生じたものと考えられる ｡
6 ･4 基質特異性拡張要因の同定
G Cl
,
P 99β- ラク ダ マ
- ゼ遺伝子の ほぼ中央部に Kpn I切断部位が存在する o 前節で 明らかとな っ た
G Clβ- ラ クタ マ - ゼが P 9 β- ラクタ マ
- ゼと異なる 3箇所のア ミノ酸配列は ､ 18, 88位が前半部に211
位からの ア ミ ノ酸挿入部位は後半部に存在する o オキ シイミノ系β- ラクダ ム剤 へ の基質特異性拡張の原 因
を特定するためにキ メ ラ β- ラクダ マ ∵ゼ遺伝子を構築し､ こ の導入大腸菌を解析したo
6 ･4｡ 1 キメ ラ β- ラ クタ マ - ゼ遺伝子の作成
pc sl OO, 900をそれぞれ KpnI で消化したo 中央 Kpn I部位と MC Sの Kpn I部位で切断されたβ
- ラ
ク タ マ - ゼ前半部を含む0.75k b の D N Aフ ラグメ ントとベ クタ
ー とβ- ラ クタ マ - ゼ遺伝子後半部を含む
o.8 kbの D N Aフ ラグメ ン トをア ガロ - ス ゲ ル で分離後 ､ 精製した ｡ Fig6･4 の ように組み食わせを変え
て ライゲ - シ ョ ン を行な っ た｡ 得られたプラス ミドを18､ 88､ 211位付近の塩基配列を決定し ､ pCSC 1 9,
C91 の構築を確認 した｡
6･ 4･ 2 キ メ ラ β- ラク タ マ ー ゼ遺伝子導入大腸菌の性質
pc slO O, 900, C19, C 91をそれぞれ E･ c old AS226
-51 に導入し ､ β- ラ グタム剤耐性と租酵素抽出液中
の β- ラクタ マ
- ゼ活性を各基質200〃M の ミ ク ロ ヨ
ー ド法で測定したo G E T, A P C, PC Gの M IC およ
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Fig 6･4 Gr aphic al illu stratio n of 七he hybridge n e sfro m七he G C 甘a nd P 9 9β-la c七a m a se
ge n e s･ pCSIOOand pC S 900c arry the GC land P99β-la ct am a sege n es, r e spe ctiv ely. T h(=)o Xtチ(1 ar eas
denotethe clon ed D N A fragm ents(gray, G cュ; white, P 99), andt,helarge box es 1･CPr eSellt thc一 鉢1aぐt 肌 1aS('
stru ctu ralgen es･ The three v ariable r egio n sin Fig6･3 areshow n by black bo x es . pCS C1 9a n(1pC S91
c arry the hyb ridgen es) which w er e c o n stru cted by reco mbin atio n at the Ii
-
prLIl
･(: 軸 i(i,i(MISitel′)f.tW e e n
position88a ndthe A V RreglO n･
び菌体タ ン パ ク当たりの β- ラクタ マ - ゼ括性は同じであ っ たムpC S900, pCSC19導入大腸菌はオキ シイ
ミノ系 β- ラク夕ム剤感受性であり ､ その β- ラクダ マ
- ゼ括性は測定限界以下で あ っ た o --～.Jj
･
, PC SI OO,
pC SC 91導入大腸菌はCXM の M IC が 以上の結果より211からの Ala- V al- Arg の 3ア ミ ノ酸挿入の み が
PC SIO O pCS900
P- Lacta m s M IC Activity
(〃g/ml) (%)
申ヒ中 叩 b
C E T 400 100( ･5)a
CX M 40 41
CAZ 2 5 4.7
M IC Activity
(〃g/ml) (%)
EL q
800 100(OA)a
25 <0.09
3.2 <0.3
pC S C 19 pC SC91
MIC Activity M IC Activity
(pg/ml) (0/.) (pg/ml) (%)
坤
800 100(0･6)a 400 100(0.6)a
25 <0.1 400 40
3.2 <0.2 1 2.5 5.5
100 <0.6 100 0.8
1600 1 5 400 11
A P C 100 0.9 1 00 0.4
PCG 800 10 16 00 1 0
a =Spe cific a ctivity(U/mgbacteri alprotein)is sho wn in pa renthes es
Table 6･4 M I C le v els of E･ c oli A S 22 6-5 1c a rying 七he chim e ric β-1a cta m a s ege ne s a nd
the s ubstr ate pr oRle s of t he chim ericβ-la cta m a s e sβ- La ct anas e activity w as m ea su r ed u sing c ell
e xtr a cts of E
･ coli A S2 26-51cells harbo uring the wildor mutantβ-1a c七a m ase gen es･ T he e n zym e ass ay
w asperfo r m ed by the microiodo m etric m ethod with 200pM s ubstr ate･ Activity(relativ e a ctivity)is
e xpr ess ed as aperc entage ofc eph alothin hydr olysis.
G c ュβ- ラクタ マ - ゼ のオキシイミ ノ系β- ラクダム剤 へ の基質特異性拡張の要因であると結論づ けられた｡
6･5 挿入ア ミノ酸の性質
3 ア ミノ酸挿入配列は A la- Val- Arg であ っ たo こ の配列中の Argが他の残基と相互作用が存在し､ ア ミ
ノ酸挿入が変イヒをもたらした可能性が考えられる o また主鎖の伸長によ る ル ー プ構造の変化が基質特異性
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6･5 挿入ア ミ ノ敢の性質
拡張の 脱凶で ある吋能性ヰJ推測できる｡ ア ミ ノ酸挿入配列の特異性を見ることと主鎖の伸長に関する情報
を得る ために P 99/ラ- ラ ク ダ マ - - ゼ を鋳型として Ala208- Ⅴal209- Arg
'2 1 0の前後にそれぞれ Ala- Ala- Ala を挿
入した変異[プー ラ ク 夕 マ - - ゼ遜イぶ子を作放し(Tablc 6･5)､ 嫁入大腸菌の β- ラ ク 夕ム剤耐性に つ い て解析を
行 -J た.)
Ⅰ)1a･u 11id Alllil()AridS(､qu c n c(dl
pCS9O()
PCSI OO
I.)(7S2()7-3 A
p(:S21()-3A
'10'2G Y fiD GI(
.m '2GY R DGI;
'2I)'2G YR DGⅠく
公的GYR.DG王く
2()8A V R, - ‥ 2 1 1v s pGM L
208A VR A V R 2 14vspGM L
AAA 211A V R - … 2 14v s p G M L
288A VR A A A 2 14vspGM L
でable 6･5 Amin o a cid s equ 倍n C e S a r O u nd 地e A la- Va且- Ar搭 in s e rsio n poin七 of m u七a m七 P-
lacもa m a s 臥
6･ 5･且 A且a 挿入変異酵素遺伝子の作成
Table 6･ 6 に示したオリゴ D N Aプラ イ マ - を合成したo 変異導入は PC R法を利用 した Ov erlap Ex-
Plasr nid Prim er Seque n c e
pCS9-2073 A EC芝()73AF 5
′
-CT A TCG TGAC GGT A A A GCA GCTGCAG C
G GでG C GC GCG T T TC GCC G G-3J
EC 2073 A R 5/-C G CG C ACCG CTG C AGCT GCT T T ACCGT
CAC GÅ m G- 3/
pCS9-2103 A E C 2073 A F 5
′
-C G GT A AGC GGT GCGCGCAG CTGC A G T
T T C G CCG G G T ATG C-3/
EC2073A R 5/･ GC A T ACC CGG C G A A ACでGC AGC TGCGC
G C GC A C C G C T T T A CC G-3/
Table 6･ 6 Mt1七age nic prl m e rS u s ed fo r site
-dir e cted m utage n e si ･
七en sio n法【38,3 7】(Fig6･5)で行 っ たo pCS900を鋳型として EC G CP R lと E C 207 A R(あるい はE C 21 0 AR)､
EC G CP R.2とEC20 7AF(ある い はE C 210 A F)の 組み合わせで1 0〃1 の反応溶液中(0･3 〃g菌体D N A, 200
pM d N T P, 0.5 pM e a ch Prim er, PCR But.【10m M TrisHCIpH 9･0, 50m M I(Cl, 315 m M MgC12, 0･1%
T riton X-100, 0.01%bo vin e se ru mal bu min], 2.5u nits Taqpolym er a s e)93
o
C-1分､ 55
o
C- 2分 ､ 72
8
C-2分
を20サイクルの 1st PCR反応をそれぞれ行な っ た｡ 増幅された D NA をア ガロ - ス ゲ ル で分離後､ QI A E X
K it により精製したo 2 つ の P C R産物それぞれ 0.3p gと1st PCR の条件からプライ マ
ー と鋳型 D N Aを
除き ､ 93
o
C_1分､ 45
o
C-2分､ 72
oC12分を5サイクル行な っ た後､ E C GCP R FとECG C P R Rをそれぞれ
50pm ol加え ､ 更に 93
o
C-1分､ 55
o
C- 2分､ 72
8C12分を20サイクル の 反応を行な っ た o 目的の PCR 産物
をア ガロ - ス ゲ ル で分離 ､ 精製後 ､ APII消化をし､ 変異部位を含む200 bp の 断片をpC S9 00の 同
一 部位
と交換するこ とによりpC S207-3 AおよびpCS210-3A を得たo
'
200塩基の配列を決定し､ 変異の確認と不
必要な変異の無い こ とを確認した｡
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6･6 大腸菌内発現糸の作成と梱勤酵素の性質
6･ 5･2 Åla 挿入変異酵素遺伝子の性質
pcs20 7- 3 AとpC,S210-3 Aをそれぞれ E･ c oliAS226-51に導入し､ β- ラクダム剤耐性と菌体タ ンパ ク当
たり の β- ラ クダ マ
- ゼ活性を測寂した o pC S207- 3 A, pCS 210-3 A, pC S90 0, pCSI OOを導入した大腸菌の
CE T, A pe, P C Gの M IC に差異はなか っ たo 同様に β- ラク夕 マ
- ゼ活性も導入大腸菌の租酵素間で差異
はなか っ た｡ pCS2()7- 3 A堵入大腸菌で ほpC S90O導入大腸菌と同じくCX M, CA Z感受性で あり､
･ そ の β-
ラ ク ダ マ - ゼ晴性も検出限界以下であ っ た｡ ---･ 方､ pCS210-3 A導入大腸菌で はpC SIOO導入大腸菌と同様
に CXM, C A Z耐性が上昇し ､ iプー ラ ク タ マ
- ゼ晴性も GC lβ- ラ ク夕 マ - ゼと同レ ベ ルまで 上昇したo 以
上の 結果より ､ Ala- V al- Arg の前方へ の 3 Ala挿入は基質特異性拡張に影響はない が ､ 後方 へ の挿入の 場合
にはオキシ イミノ糸/プー ラ クダム剤 へ の基質特異性拡張が起 こることが明らかにな っ た｡ 挿入ア ミノ酸の種
紫は A la- Vlu- Arg以外でも良い がその位置は野生型の A la
208
- val209- Arg
210の後方で なければい けない こ
とが明らかとな っ た o
pCS210-3 ApC S9()() pC SI OO
M ⅠC Activi七y
(ILg/ml) (%)
蜘
紬0 100( ･4)α
400 41
25. 4.7
100 0.9
800 10
β- LactarrlS M IC Activity
(鵬/ml) (%)
榊 赫 叫
cE T 80 0 100( .5)a
C X M 25 <().()9
C A Z 3.2 <0.3
A P C 100 0.4
PC G 1600 1()
pCS20 7- 3 A
M IC Activity
(鵬/ml) (%)
蜘
400 100( ･6)
α
50 <0.3
6.3 <0.2
200 0.5
1600 14.3
M IC Activity
(捕/ml) (%)
Rr一 触 d
400 100( ･6)α
400 弓7
12.5 6.9
200 0.7
800 8.5
a :sped鮎 activity(U/mgba cterialpr otein)is sho w nin par enthes es･
Table 6･7 MIC le v els of E. coli A S 2 2 6-5 1c a rylng pC S 2 07
- 3 A and pC S 21 0-3 A a nd the
●
s ub8tr a七e pr oRles of the m山 a nt β-la cta m a s es･ β
-Lact am as e activity w as m e as u red using cell
e x七r a cts of B. c oli AS2 26-51cells harbou ring the P9 9orG cュβ-lact am as egen es･ The e n zym e ass ay
w asperfo r m ed by the micr oiodo m etric m ethod
with 200〃M s ubstrate･ Activity(r elative activity)is
e xpr es sed as aperc entage ofceph alothin hydr olysi
s･
¢ ｡S 大腸菌内発現系の作成と精製酵素の性質
クロ ー ニ ン グで得られた G Clβ- ラクタ マ
- ゼ遺伝子を E･ c oli AS226-51に導入し ､ G Clβ- ラクタ マ
-
ゼ の精製を行 っ た. こ の際 ､ 酵素を効率的に大量に得るために ia cプ
ロ モ ー タ ー を利用した大量発現系
を確立 した. これを利用して G Clβ- ラクタ マ
- ゼ の精製を行い ､ 各種β- ラクタ マ
- ゼに対する K in etic
param eterを決定した｡
6･ 6･1 pC S1 8 0の作成
pT TQ18は MC Sの上流にtac pr o moter､ 下流にリ
ポゾ ー ム R NA オペ ロ ン の 転写終止領域(rr n.TIT2)を
持ち ､ ア ン ピシリン耐性マ
ー カ ー ､ IacI柁 持 つ o pT TQ18 のアンピシリン耐性遺伝子をpU C 4 K由来の
カナ マ
イシ ン耐性遺伝子に置き換えたo 開始コ ド ン付近に適当な制限酵素切断部位
は存在しなか っ たの で ､ 配列中に
EcoR l切断部位とリボゾ ー ム結合部位(A G G A)を含むプライ マ
ー を合成し ､ P CR法で増幅したD NA フ ラグ
8 3
第6 章 G C l〟- ラ クタ マ ー ゼの発見とその性質
メン トをベ クタ ー に導入したo オリ ゴD N A､ E C P T TQ;5
′
- CTGGGA A T TCA AG GA G A A A T A A A T A TG A
TG AA A A A A TCCCTrr T G C T G-3Jを合成した o pC SI OOを鋳型 として ECP T TQ とEC G CPRpR をプ ライ
マ ー として用 い て ､ ク ロ ー ニ ン グ時と同様に PCR を行な っ た . 目的の D N Aをア ガ ロ - ス ゲ ル で 分離
後､ QI A E X K itを用い て精製し ､ Ec oR.Ⅰ, Ba n HI二重消化の後 ､ 再度ア ガ ロ - ス ゲ ル で 分離､ 精勤し ､
pTTQ18K の Ba m H I, EcoR I切 断部位に導入 した. pCSIOOの β- ラ ク ダ マ
- ー ゼ適任Rf･ U)約 50'K,を含む
Kpn I- X ba I フ ラグ メ ントを上記の 相当部位と交換し ､ 更に残り の領域は塩避配列を決定し ､ PC Rで 増
幅した D N A中に不必要な変興が導入された可能性を除い た o 得られたプラス ミドはpCS180と し､ 同様
にP 99β- ラ クタ マ - ゼに つ い て も作成し ､ pCS980とした｡
これらのプラ ス ミドを E. c oli AS226-51 に導入し ､ H Iブ ロ ス 中で OD = 0.9まで培養後､ 終漉鹿1nlM の
IP T-G を加え ､ 更に12時間後の培養液から調製 した租酵素抽出液中の β- ラク タ マ - ゼ比暗惟ほ pCSIOO
を使用 した場合の 10- 30倍高かp た o
6･6･ 2 G C lβ- ラ クタ マ ー ゼ の 精製
pcs1 80, 980をそれぞれ E. coZi A S226-51 に導入 し ､ 5 1の 培養液から租酵素抽出液を調駁 した ｡ C M-
Sephade葺 C-50イオン交換クロ マ トダラ7イ
- とSephade xG-75ゲ)i, ろ過カ ラム クロ マ トグラ フ ィ
ー - に よ
り精製を行っ た｡ SDS- P AGE のバ ン ドから95%以上の純度である ことを確認したo
S･ 6･ 3 G C lβ- ラ クタ マ ー ゼ の酵素化学的解析
精製酵素を用い て酵素化学的解析を行なっ た｡ すべ て の酵素反応は UV法で測定した｡ 反応時間中に遮質
分解が完了する β- ラクダム剤に つ い て はたc ai, K m 億は On Lin e法で決定した. AZ Tは【S】≫II
p
iを満た
す50, 10 0pM の基質濃度で初速度を Vm a又とし､ kcat値を算出したo CA Zを基質とした場合は反応灸件
下で は酵素反応は飽和しなか っ た｡ 125〃M の 基質濃度で On Lille法で 測定した儀である ｡ Ki倦はCE Tを
基質として測定した. K m 値が特に上昇してい た G Clβ- ラクタ マ
- ゼ の CA Z分解反応で はkc at/K m 値
は ∬ m ≫[S]oの条件下で1次速度式に従うことを確認し､ 速度の濃度依存性から決定した｡ 全て の 酵素化学
的パ ラ メ ー タ ー を Table 6･8 に示 したo 息好基質の CE T, ペ ニ シリ ン剤の PC G, A P C に対する たcat, Ii
'
m
億は G C l, P99P- ラクダマ - ゼ はほとん ど同じであ っ た｡ 一 方 ､ オキシ イミ ノ系β- ラクダム剤の CX M,
CAZ, AZ T分解の kcat値は G Clβ- ラ クダ マ
- ゼ で は P 99 の 100以上 10000倍程度まで 上昇した｡ kcat
値の上昇と同程度に km 倦も上昇し ､ 分解活性上昇とともに基質親和性が低下して い た｡ kcat, Ii
p
m 億の
上昇が同程度のためたcat/K m 億の変化は小さく､ 10倍以内であ っ た ｡ こ れらの酵素化学的性質の 変化は
第ⅠⅠ部で 示した C. fre u ndiiβ- ラク夕 マ - ゼ の E 219変異酵素と類似して い た.
6･ 7 考 察
多数の 臨床分離株の中から基質特異性拡張型 β- ラクタ マ - ゼを生産する オキシイミノ系 β- ラク 夕ム剤
高度耐性菌 E･ cloac a eG C lを発見し､ その 基質特異性拡張型 β- ラ ク夕 マ
- ゼ遺伝子の ク ロ ー ニ ン グを行な
い ､ 塩基配列を決定した｡ 基質特異性拡張型β- ラク夕 マ - ゼがブ ロ トタイプからの変異による ことを発見
し､ 原 因となるアミ ノ酸を同定した ｡
基質特異性拡張要因であっ た211位からの A la- V al- Arg挿入位置を Fig6･6 に示した. 3 ア ミ ノ酸挿入
部位は第ⅠⅠ部で その性質を解析した Asp
2 17
,
G lu219 と同 じHelix 8-9 間)i, - プ 上 に存在した . Kn o xらの
E. clo a c aeP 99β- ラク夕 マ - ゼ の Ⅹ 線碍晶解析によると C.fre u ndii での Helix 8- 9間)I, - プ の なかに小
さなα - ヘ リ ツ ク ス とβ- シ ー ト を同定して い る . C. freu ndiiGN 346β- ラク夕 マ - ゼ と E. clo a ca eβ- ラク夕
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T&bie ¢･8 Ⅸ量n 母七呈c pa r a me七即 S fo rβJa c七a m s of G C 且a nd P 9 9β-la c七a m a s e s･ kcat ELnd Km
v alue s w e1･e a(加工血 n(†d by t･h'
､ U Vspe ct･r opho七() m etric m et.hod, a Jld K ivalu esw er e m e astlr ed by the
U Vspe(加 )ph()tm モ
,triぐ rn如‡10d wit･h e ephalot.him as 七he substr ate･
マ - ゼ の ア ミ ノ酸配列相同性は76%である o P 99β- ラクタ マ
- ゼの Q219K 変異酵素でも C･fre u ndiiβ-
ラ ク ダ マ - ゼと同様に基質特異性拡張が起こる こと ､ また C. fre u ndiiβ- ラクダ マ - ゼ の相当位置に おけ
る 3 ア ミ ノ酸挿入 により E. clo a(ra ei3- ラ クダ マ - ゼと同様に基質特異性拡張が起こる ことを確認して い
る o a. 如 u ndii, E. clo a c aeで起 こる基質特異痩拡熟まクラス Cβ- ラクダ マ
- ゼに 一 般的であると考えら
れる ｡ こ こで は第ⅠⅠ部と同様にヘ リツ タ ス ､ シ
ー トを含めた ヘ リ ッ クス 8と9を結ぶ領域をに相当する領
域を Helix 8-9 閲)i, - プと呼ぶ o
簿ⅠⅠ部では Helix 8-9間)i, - プ中敢も活性中心 に近い 領域がオキシイミノ系β- ラクタム剃 へ の基質特異
性拡張変異の ホ ッ トス ポ ッ トである ことを明らかにした｡ G Clβ- テ クク マ
- ゼはHelix 8-9 間ル ー プ中､ 溶
媒側の領域にア ミ ノ酸が挿入されてい たo しかし ､ そ の基質特異性拡張型β- テクタ マ
- ゼ の 酵素化学的性質
はオキシイ ミノ糸β- ラクダム 剤分解悟性上昇に親和性の低下がともなう点や良好基質分解には影響を与え
ない 点で C. Pe u ndiiGlu
219変異β- ラクダ マ
- ゼの性質と類似しており､ オキシイミノ系β- ラクタム黄粉 解
機構は同 - で あると考えられる o Helix 8-9 間ル
ー プ上で最も活性中心に近い の は Asp
217である o 3 アミノ
酸挿入位置はこれよりも外側の洛殊側に存在する o Helix 8
-9間 ル ー プは ル ー プ の先渡部から酵素の外側を
めぐっ て G ly
20附 近で タ ー ン を して Asp
217付近で活性中心ポケ ッ トを辺縁郡を形成し､ 活性中心から離れ
る構造を持つ ｡ 3 ア ミノ酸挿入位置は Gly
206を頂点としたタ ー ン で方向を変えた後の Ala
208
- v al209- Arg
2 10
の 後に存在する o A la208- val- Arg の前方 へ の Ala- Ala- Ala の挿入で は基質特異性は拡張せず､ 後方
へ の挿
入の場合だけ基質特異性は拡張したo タ
ー ン の 形成に野生型にも存在する Argが関与する可能性が考えら
れる ｡ 前方 へ の挿入で は Gly の 4残基彼の Argが撫くな っ たことでタ
ー ン形成に影響を及ぼし､ 後方 へ の
挿入で は主鎖の伸長の影響が最も活性中心付近に近接する領域まで および､ ア ミ ノ酸置換と同様な影響を
引き起こす｡
本研究で は第ⅠⅠ部で指摘したホ ッ ト ス ポ ット に属する変異に よる基質特異性拡張型 β
- ラ ク ダ マ - ゼは
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208A V Rsequ e n c e
F ig 6
･6 3 Dst ru ctu r e of P 9 9β-la c七a m a s e･ Activ e-siteSer
64
a nd otherfun ctio nalresidu reLys
67
,
Tyr
150
a nd Lys
3 15
ar eindic ated by ㊨ . Asp21
7
which is n e a res七r esidu efr o mSer64in thelo op betw ee n
helix 8 a nd 9 isin血 cated byO.
in vitro変異で の確率の 高さに もかかわらず, 発見で きなか っ た ｡ G c ュ, G C トE 21 9 K, P 99, P 99- E 219Ⅰくの
各 β- ラクダ マ - ゼ の 5 0
oC における失括の半減期は G Cl= P 99>G Cl- E 219 K>P 99 E 21 9K の 順で あ っ た
(data n o七sbo w n)｡ 活性中心近傍の変異は活性中心ポケ ット に直接影響してその安定性を低下させるが ､ 離
れた位置の 3 ア ミノ酸挿入変異は酵素熟安定性に影響が低い . さらに は GCl- E 219 Kは P 99- E 219 Eより
も安定である ことから構造の 再配置により安定性における緩衝作用がある ことを示唆して い る . - 般的に
酵素活性を上昇させ る変異は活性中心ポケ ッ ト内の変異による ことが考えられるが ､ 自然界の変異酵素選
択は活性以外の条件も含んで い た点で 興味深 い ｡
こ の研究のために収集した臨床分離株は E. clo a c ae, E. c oli, a. 舟e u ndiiあわせ ておよそ 500株で あ っ
た｡ しかし､ 菌株の収集にあた っ て ､ 各協力機関に対し､ C X M, C A Z, A Z T に対する高度耐性株という条
件をつ けたため ､ その母集団には更に多くの臨床分離株が存在する . 一 般的にグラム陰性菌のクラ ス Cβ-
ラクダ マ - ゼは染色体性であるために本研究で発見した基質特異性拡張型クラス Cβ- ラクダマ - ゼ の増加
速度は T E M型に代表されるプ ラス ミド性β- ラクタ マ
- ゼ産生菌増加速度より遅 い と考えられる ｡ しか し､
GClを分離した1年半後に､ 同じ医療機間におい て ､ 違 っ た患者か ら分離された 且 cわαc αe株から同じ位
置にア ミ ノ酸挿入を持つ β- ラクタ マ - ゼ を発見して いる o こ の こと は基質特異性拡張型β- ラクタ マ - ゼ
が確実に拡散しはじめてい る ことを意味する ｡ また近年 ､ プラ ス ミド性ク ラス Cβ- ラクタ マ
- ゼ による第
3セ フ ェ ム 高度耐性株が報告されて い る【70
-7 4]
o そ のうちの いく つ か は相同性の高さから染色体由来の β-
ラクタ マ - ゼ遺伝子がプ ラス ミド上 に移動した可能性が高い ｡ こ れらの事実は将来 ､ 本研究で発見したよ
うな基質特異性拡張型ク ラス Cβ- ラクタ
.
マ - ゼ が伝達性プラス ミドに媒介され ､ 急速に広まる可能性を示
唆して い る ｡
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第腎車
挿Åヂ 豊 j 酸数釣 猪卑 沙襟ミノ系
磨- 曽夕顔あ剤分解性に卑見る影響
第6車の結束､ G(フ1/1- ラクダ マ ー･･ - ゼ のオキシイミノ系β- ラクタム剤分解性は Helix 8-9 間ル ー プ上の3
ア ミ ノ酸挿入に起因し､ 骨のア ミ ノ酸の椎類へ の 依存しない ことが明らかとな っ たo また括性中心方向へ
伸度したときのみ に避質特輿性拡張が起こ っ たo 本寮で は挿入ア ミノ酸の数に潜目し ､ G Clβ- ラクダマ -
ゼ の A V Ⅰ=帝人配列の代わりに P 9 ♂- ラクダ マ - ゼを鋳要削こ Arg
2 10の後に Ala残基を ト4 つ 挿入した変異
酵素遜1ii
･:lT･ の シリ - ズを P C R法を判馴 J た M R法(Modi鮎ation- of- r e strictio n-site m ethod)を 剛 - て作
成したo 精製した Ala挿入変輿酵素の定常状態の酵素化学的パ ラメ ー タ ー はア ラ ニ ン挿入数の増加に伴っ
て段階的なオキシイミノ糸iプー ラ クダム剤分解活性の上昇が観察された. さらに第5牽で確立した晴性回硬
過程の解析を行ない ､ 現在発表されて いる構造的情報を加味し基質特異性拡張要因に つ い て考察した｡
ア･1 変異導入と変異遺伝子導入大腸菌の性質
本研究で作成した変輿酵素と変興部位付近のア ミノ酸配列を Table7･ 1に示した ｡ 変異酵素の命名はAla
残基は210位の 後方に挿入したの で `もP 99-210- ⅩA
”
(Ⅹ は挿入 Ala 数)とした. 同様に変異遺伝子を含む
pcs9()0由来のプ ラス ミドはpCS9-21 0- ⅩA としたo pCS9-210-3A は第7章で作成したものをそのまま使用
した . 部位特異的変異導入はpCS9- 210-1 A, 2 A の作成には M R法【
38]
､ pcs9-21 0･4 A の作成に はOv erlap
Extensiorl法【38-371を用い て行 っ たo 使用したプライ マ ー を Table7･2に示したo
Enrzym e Pla s mid Sequ e n ce
pC S90
pC S21Q- 1 A
pC S21 0-2 A
pCS210-3A
pCS21 0･4 A
PC SIOO
P99
P 99-210･1 A
P 99-210-2 A
P 99-210-3A
P 99-210- 4 A
G cュ
202GY R DGKA V R
202G Y R DGK A V R2 11A
202GY R DGIくA V R2 11A A
202G YR DGK AV R 211A AA
202GY R D G K A V R211A A A A
202GYR D G K A V R211A V R
211v s pGML
212v s pGMI+
213v s pGM L
214vspGML
215v s pGML
2 14vspGM L
Table 7･1 Am ino a cids equ e nc e s of m uta ntβ-la cta ma s e s
pc s 9-2 10-1 A, 2 A の作成
M R法は第6牽で使用 した Ove rlap Extensio n法を改良し､
1 1本の変異プラ イ マ ー の み で 変異体を作成
可能としたもので ある[38】o そ の原理を Fig7･1 に示 した o P 99の artpC 遺伝子中には2 箇所
の APII切
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Prim er Sequ en c e
EC GC P R- F
EC GC P R- 氏
Muta且
In s-1 A
In s-2 A
In s-4 A
In s-4 A F
5/_ CGA AG G GA T CAG CA T TC C G GC T A T- 3/
5/_ CC C G GC AA TGT T T T ACT G TAGC GCC-3/
5/_ G A C GCG GGTCC T T T AG CCG CTCA AG-3/
5/_ C AG CA T A C CCGGCGA A ACAGCG CGCA CC G(汀TT A(て(7GTC-3I
5
/
- CAG CA T ACCC GG CGA A A C AG CTG C G C G CAC C G CT T T AC C GTC- 3/
5/- C AG CA T A CCCG GCGA A A CTGCTG CTG CAGCG CG (?AC C GC T- 3/
5/_ AG C G GT GC G C GC TG CAGC AG CAGT TTC G CG G GTA TG (1TG GA T-3/
Table 7･2 C he mical 1y synt he siz ed pn me rsfor
▲
m u七a 酢 n 朗i8.
●
断部位が存在する o この 間の 200bp の間に押入標的部位が存在する o プ ライ マ
ー Mutaflほ上流側の AJIII
サイトを破壊する ため に 1塩基置換が含まれる . EC GC P R F, EC G CP R R. は P 99, G c ュ/プー ラ ク タ マ - ゼ
遺伝子をクロ ー ニ ン グした際に用い たものと同
一 である(Table 6･ 2)0 In s-I A, ⅠⅠ掛 2 Aはそれぞれ挿入変異
を含むプライマ ー である o lst PCR 反応は100FLl の反応溶液中(0.3 p g鋳型 DNA, 芝O OILM dNTP, 0.5
pM ea ch Prim er, PCR Buf.[10m M Tri
'
sHClpH 9.0, 50m M
`
KCl
,
3.5 n lM Mg(-1･j, 0.1
(A Triton 文一1()0,
0.01%bo vine s eru m al bu min], 2.5 u nits Taq polym er as e)､ EC G CP R- F とIn s- nA(11は1-2), EC GC P R損
と M utA 艮のそれぞれのプライ マ ー の組合せを別々 の反応として 54
f3
C-2分, 7 2
`'
C-2分, 93
t'
C- 1分で 20サ
イク ルの 反応を行っ た . 反応終了後2.5uni七 の K le n o wフ ラグメ ン トと 2pl の 10m M d N T Pを加え ､ 更に
37
o
C 20分間イ ン キ ュ ベ - 卜した. 増幅されたフ ラグメ ントはアガロ - ス 圏気泳動から目的の バ ン ドを切り
出し､ QIA E X キッ トを用 い て精製した｡
つ ぎに 2種の 1st P C R産物を用 い て 2nd PCR を行 っ た｡ それぞれ約0.3〃gの 1st PCR. 産物とプラ イ
マ ー を除 いた以外は1stPCR と同様の反応溶液で 4 5
o
C12分, 72
o
C -2軌 93
oC-1分を5サイク )I/行 っ た後 ､
EC GC P RrFと EC GC P R- R を終濃度200〃M となるように加え ､ ア ニ
ー リ ング温度を5 4
`■､C に変更し , 更
に 15サイクル の PCR 反応を行っ た ｡ アガ ロ - ス 電気泳動で 目的の バ ン ドを切り出し ､ 精駁後 ､ AβⅠⅠで
消化し､ 変異を含む200bp の断片を精製し､ pC S900 の対応領域とフ ラグメ ン ト交換を行っ た｡ AβⅠⅠ断片
に相当する領域は全て塩基配列を決定し､ 変異の導入と不必要な変異の無い ことを確認した ｡
pC S9- 210-4 Aの 作成
pC S9-210-4 Aを作成を M R法で行っ たところ ､ 変異プライ マ ー の 5
I側に相当する Asp2 17を コ ー ドする コ ド
ン G A T の G T Tへ の予想外の変異が再現的に導入された｡ その ため In s-4 Aに相補的なプライ マ ー In s-4 A F
を調製し､ Ov erlap Exten sio n法で変異導入を行っ た ｡ 方法は鋳型としてpCS900 の代わりにpCS9-210-3A
を用 い た以外は第7章と共通なの で省略する ｡
7･ 1･ 1 変異遺伝子導入大腸菌のβ- テクタ ム剤耐性
変異遺伝子を E. c oli AS226-51に導入 しその耐性レベ ル と租酵素抽出液中の β- ラクタ マ - ゼ活性を調べ
た(Table 7･3)｡ オキシイミノ系β- テクタム剤である C X M, CAZ., A Z T では挿入 したア ミノ酸残基の数に
応 じて M I C,β- ラ クタ マ - ゼ 活性ともに上昇する傾向が見られた o pC A 9-210-1 Aから pCS9-210-SA では
GE T, A P C, PC Gの M IC やβ- ラクタ マ
.
- ゼ悟性に大きな変化はない が ､ pC S9-210-4A で はβ- ラ クタ マ -
ゼ活性､ 耐性 レベ ル 共に低下 して い た ｡
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7 ･1 変輿堵入と変異過伝子潜入大腸菌の性質
戯 戯迫
監C 岱CPR 瑠 弼u亀a別
p . , ”.& 碗
盟約d野C閃息
2閃eg 野e閃
ぶ 払
■ q 竹 書 下 一 書 甘 汁 fL P ■ ■ ■ 事 甘＋
朗u細 n菅
J( d N ■ 中 Ja ■ I 書 4 中 JJ 書 11 L t 申 ■ 中 ■ Jl l) b J A B PLZl甲 ■ t t (4 L I 血
qq
F
De s&oyed A 柑g
Fig7･1 Sche m atic diagr am ofsite
-dir ected m utage nesis by m odi 鮎atio n
- of- r e strictio n- site
m ethod(M R m ethod). 0, APIIsite
･
, ㊨, m utatio n;Ⅹ, destroyed AflIIsite･
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pC S900 pCS9 210-1 A
M I C Relativ eVm a x
(pg/ml) (%)
蜘
800 100(1･0)
a
400 5.3
6.3 0.7
3.1 N. D .
100 N.D.
800 'N. D .
Relativ eV m a x
(%)
伽 ヰh ■ 1
10 0
■
(0･4)
a
<0.09
<0.3
N. D .
0.4
10
M IC
(pg/ml)
ibq 州 ■血■■u ■■■■臼b ■
80
2?
3.1
1.6
100
1600
P- La ct am s
pCS921 0-2 A
MIC Relativ eVrnax
(ILg/rnl) (%)
伽 帥 坤叫
4 00 1O()0.7)a
4()0 25
1 2.5 1.5
6.3 N.D ,
1 00 N.D.
800 N. D .
CE T
CX M
C A Z
A Z T
A PC
P CG
pC S9210- 3A pC S9210-4 A
β-La c七a m s M IC Relativ eVm a x M IC Rela七iv eVm a x
(pg/mi) (渇) (p g/mi) (渇)
CE T 400 100(0･5)a
CX M 400 57
CA Z 25 7
A Z T 12.5 N. D .
A r c 100 N .D .
P C G 800 N .D .
200 100(0.7)
a
200 100
25 8.7
1.6 N .D .
25 3
200 11.7
a :Speci丘c a ctivity(U/mgba cteri alpr otein)is show nin pa renthes es･
N .D . : Notdeter min ed
Table 7･ 3 M I C le v els of B. c oli A S 2 26- 51c ar ryingthe wild-type a nd m uta rltβ-la c七a m as e
ge n e s a ndthe s ubstr ate pr o丘1e s ofthe m uta ntP-1a cta m a s e s･ β- La cta m a s e activity w as mea s u r ed
using celle xtra cts of E･ c oldAS226- 51cellsharbo uringthe wi ld o rm utan七β1 a ctam asege n es･ T he en zym e
ass ay w asperfo rm ed bタthe microiodo m etric m ethod with 2 00pM substr a七e. Activity(relative a ctivity)
is express ed as aper centage of ceph aloth in hydrolysis･
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7･
-
3 Ala 挿入変異β- ラクタ マ - ゼの性質
ア｡望 A且a 挿入変異β- ラクタ マ - ゼの性質
ア･2･且 変異酵素の精勤
変異酵素を効率的に縛るために変異適イ云子を第6牽で作成したta cプ ロ モ ー タ ー 支配の 発現ベ クタ ー に
潜入 し､ ア ブ イ ニ チ イ - カ ラ ム を使用 Lて酵素精製を行な っ た o
高発現ベ クタ ー ヘ の 尊入
pcs900由 郎 )変輿酵素適任If
･ の 変異部位を含むA
'
prもI- Ba n HIフ ラグメ ントをpCS980の相当領域と
交換し ､ I:)C S9畠-210-I A, 2 A, 3 A, 4 Aを作成した｡
蛮異酵寮の 緒搬
pcs98J21()-IA, 2 A, 3A, 4 Aをそれぞれ E. c old AS226-51に導入し ､ 2･5 1 のHIプ ロ ス 中で 37
o
C で
培馨し , O D… = 0.8 まで 培港後 ､ IP TG を終浪度o.5 mM となるように添加し､ さらに 12- 16時間増車
した掛港液から租酵瀦抽出液を調製した o 1 0m M Trietha n ola min e-fICI Buf. pH 7.0 で透析を行な っ た .
同 Buf. で平衡化したCM -s ephade xC-50イオ ン交換カラムに吸着させ ､ 0-0.6 M の NaCl直線勾配で溶
出したo ア フ ィ ニ テ ィ ー - カ ラ ムク ロ マ トグラフ ィ ー は 4- amin ophenylboro nic acidをカ ッ プリン グ[
75]した
cH-Sephar os{･1 4 Bを 剛 ､ ､ 2〔)mM Trietha n olaJl
,
line- HCI Buf･ pⅠⅠ7･0/O15 M NaCl で平衡化したo イオ ン
交換タ ロ マ トダラ 7 イ - の 晴性フ ラ クシ ョ ン は直感ア フ ィ ニ テ ィ
ー カ ラ ム に吸着させ ､ o- 0.8 M ホウ酸直線
勾配で溶出した ｡ P 99-210･3 A, 4 Aはア ブ イ ニ チ イ - カ ラ ム に対する結合性が低下して い たの で ､ 吸着, 浴
出時の緩衝液から0.5M NaClを除い て操作を行なっ た. 活性フ ラクシ ョ ンは100mM NaP B で平衡化し
たSephade xG-25ゲ ル ろ 過カ ラム クロ マ トグラ フ ィ
ー で遊離のホウ酸を除き､ 精製酵素サン プルとした o
SDS_ P AGE のバ ン ドから99% 以上の純度であることを確認した｡
7･2 ･2 変異酵素の熟安定性
変異酵素の安定性を評価するために50
o
C における失格速度を測定した｡ 50m M NaP BpH 7･0中 ､ 0･54-
1･3 〃M の変異酵素を50
｡
C で 120分間保温したo 1 0分毎に 50〃1の酵素溶液をサ ンプリン グし ､ 100〃M
c ET を基質として U V放で 分解初速度を決定した｡ 時刻0 の活性を100%として残存活性を計算したo 残
存活性を時間に対して片対数プ ロ ット し､ 直線の傾きから半減期を決定した(Table7･ 4)o ア ミノ酸挿入に
血 盟
93.3
84.6
90.2
64.1
56.7
68.8
P 99
P 99-21 0-1 A
P9 9-21 0-2 A
P 9 9-210-3A
P 99-210-4 A
Gc ュ
Table 7･4 T he r mal stability ofthe m uta nt e n zym e s･
より極端な安定性の低下はなか っ た ｡ しかし､ 挿入ア ミ ノ酸数の増加に伴っ て 半減期は低下する傾向にあ
り ､ 最も低下した P 99-210-4 Aで は野生型(P99)の 60%まで低下した o
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7･ 2･ 3 定常状態の酵素化学的 パ ラ メ ー タ ー
従来の 基質に対する酵素化学的パ ラメ ー タ ー
良好基質の CET とペ ニ シリ ン剤の A P C, PCG に対する酵素化学的パ ラ メ
- ダ ー を On Lin e法で決定
した o K m 億が10pM 以下の 場合はCE Tを基質として K
/il直を決定した() 得られた酵素化学的 パ ラ メ -
ダ ー を Table 7･ 5 に示した｡
A
'
i k(･
･(i/Il
'
1 nd
(pM) (I.LM
‾ 1
･s
‾
1)
触 ■■甲
8.2
K m
(ELM)
伽
10
･En zym e
■ ■} ■■l■I■■■l■l■■▼l 桝 書■
P 99
.
P 99-210-1A
P 99-210-2A
P 9-210-3 A
P 99-21 0-4 A
GCl
Substr ate
k(_
･at
(s
巾 1)
84.8
124.0
59.3
94.0
83.6
74.8
■ 血 ■}
1 0.1
Cepbalothin
39
37
34
148
31
3.2
1.6
2.8
().56
2.4
■■書】中一l 叫甲■ 中
3.3
2.2
1.2
1.6
0.34
1.8
■h 中■J 一 書Ib句
0.37
0.25
0.16
0.24
0.09
0.12
a.1 1.6
2.9 5.7
3.0 5.0
3.4 3.7
2 5.0
3.1 4.7
叫 ■
0.9 7 0.82
1.0 1.3
0.99 1.7
2.5 1.9
8.0 2 0
4.3 4.7
P 99
P99-210-1 A
Be n zylpe nicillin P 99-210-2 A
P 9 9-210- 3 A
P 99-210-4 A
G Cl
6.3
3.7
5.5
8.6
5.7
A mpicillin
P 99
P 99- 210-1A
P 99- 210-2 A
P 99-210-3 A
P99-210-4 A
Gc ュ
0. 136
0.25
0
0
0
0.
16
60
73
52
Table 7･5 E in e七ic p ar a m et r s of m uta ntβ-la c七a m a s es fo rfa v olable substr ate s. T he kcat,
K m and K ivalu es w er edetermin ed by a U Vspe ctrophoto m etric m ethod. In the ca se ofthe A
r
i valu es,
c eph alo七hin w as u sed as七he reporter s ubs七r ate.
A la挿入変異は CE T,
,
PC G
,
PCG分解の kcat値には影響を与えなか っ た . P99-210-1 A, 2 A, 3 A の Km
値は P 99とほぼ同じであ っ た｡ しか し､ P 99-21 0-4 A では親和性が低下して おり ､ CE T では P 99の 15倍 ､
P C Gと A P C では8倍高い K m 値を示した . 1 Ala - 3 Ala挿入 で は活性中心 ポケ ッ トに対する影響はほ と
ん どない が ､ 4 Ala挿入で は影響を与えて いる可能性が考えられる.0
オキ シイミ ノ系β- ラクタム剤
オキシ イミ ノ系 β- ラ クタム剤の C X M, C A Z, A Z T に対する酵素化学的 パ ラ メ ー タ ー を U V法で 決定
した o CX M, CA Z分解反応の たcat, E
'
m 値は On Lin e法で決定した. P 9-210- 4A による CX M分解 ､
P 99-210- 1 A, P99-210-2 A, P 99-210-3 A, P 99-210-4 A, G Cl によ る CA Z分解反応 は125〃M の 基質濃度ま
9 2
7･2 Å1a 挿入変異β- ラクタ マ ー ゼ の性質
で で は飽和しなか っ たの で CX M では 50OILM ､ CA Z では100pM の基質漉度で On Lin e法で計算した
値を 剛 ､ ､ 如 叫 甘 州 債は 山 一しム≫【S]o の 基質漉度衆件下で 1次速度式に近似して決定した. A Z T分解速度
は【Sl()>10×A
'
Jiを満たす避質浪度で 分解初速度を決定し ､ これを V m axと近似して た〔丁αt億を決定したo
A
I
M / 値が1()pM 以下の 場合はCE Tを基質として A
'
il直を決定した｡ 得られた酵素化学的パ ラメ ー タ ー を
Table 7･6 に示したo
kcat/fi
r
m
(′LM
‾ 1
･s
-
1)
l沖■ 岬 ■
0.33
1.0
0.6
1.1
0.1 9
0.92
日 州 由
0.0012
0.0033
0.0044
0.0072
0.0080
0.011
.打 m lri
(JJM) (pM)
■わ 榊
0.07 0. 1
3.3 4.7
k･c at
(s
‾ 1)
…
0.()240
3
9
.4
19 A
5().4
78
24.1
1
32
46
912
26
Sllb 如 at(ゝ Enr/Jym (I
榊 中叫 中
Ⅰ)99
P 99-210-1 A
C(#u r o xiln(･, P 99-210-2 A
P99-21O- 3 A
P 99-210-4 A
G Cl
中 細
P 99
P9 9-210-IA
Ccft.arz.idim (I P 9 9-210-2 A
P 99-210-3 A
P 99-210-4A
GC l
■ ■ 如 ■申 ■ ■l申
P 99
P99- 21 0-1 A
AT,tr e O n a m P 99-21 0-2 A
P 99-210-3A
P 99-210-4 A
G Cl
1
1
1■l■l■
<
0.007
2.7 441
3.1 61 4
6.5 575
2.1 821
1.0 919
ll
0.0002
0.0 006
0.0 056
0.009
0.05
0,011
0.052
0.92
0.85
0.59
5.1
1.1
Table 7･6 瓦in e七ic pa r a m et r sof m u七a n七 P-1a cta m a s e sfo r o xyi min oβ
-la c七a m s･ T he kc a舌,
A
r
m a nd Ki valu es w er edetermin ed by a U Vspe ctrophoto m etric m ethod･ In the c ase ofthe Ki valu es,
c eph alothin w as us ed asthe r epol
･
tC r S ubstr ate･
従来の基質とは異なり､ オキ シイミ ノ系β- ラクダム剤分解反応は Ala挿入変異により ､ 顕著な変化が観
察されたo 野生型と比較して CX M分解の kcat億は Ala 挿入数の増加に伴い ､ 140-7400倍まで増加したo
同様に CAZで は3 朝ト1 700倍､ AZ T でも最高P 99
- 21 0-4 A で 250倍以上まで上昇したo Ala挿入数の増加
に伴うkc at値の 上昇は親和性の低下をともな っ て い た. K m 僑の上昇はたcat値の 上昇の粗皮と
ほぼ同 じ
であるの で ､ kcat/Ii
･
m 値は変化が少なく､ 最高1 0倍程度の上昇があっ たo
7. 2.4 Sulba cta m と m - A min ophenylbo r o nic acid の阻害定数
β- ラ クタ マ - ゼ 阻害剤である S B Tと m
- amin ophenylbo ro nic a cid による CET加水分解反応阻害の Ii
r
i
億を測定したo S B Tと m - aminophenylbor onic a cidの 構造 をFig7
･2 に､ 測定したIi
'
･i値を Table7･7 に
示 した｡ SB では Fig7･2 のように pen a m stlfone構造を持ち ､ オキ シイミノ系
セ フ ァ ロ ス ポリ ン剤の7位
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.
a:SccHH33･ H2Nd
'o ”'2
C O O H
sulba cta m(S B T) n >Am 加 phe nylbor o m‡c A 血旧
F ig 7
･2 St ru c七u r e of Sulba c七a m a nd m - A min ophe nylbo r o nic a cid
Ii
'
i(pM)
En zym e Sul ba cta m
m - Amin opbe nyl
Bo r onic Acid
P 99 707 1 09
P 99-210-1 A
P 99-210-2 A
P 99-210- 3A
P 99-210-4 A
G cュ
1960
1400
6 25
640
15 2
242
190
780
860 155
Table 7･7 Ki vallle S Of m uta ntβ-Ia cta m a s e sfo rinhibito r s. K ivalu es w ered ter min ed by a
U Vspectr ophotom etric m ethod with c eph alo七hin asthe s ubstrate･
94
7･ 3
に 緋当する 6位側鋭が存在しない o SB Tは分岐した阻害反応機構で ps eudo -irr ev ersible にク ラ ス Cβ- ラ
クタ マ - ゼを陛 ることが報告されて い る[76]o その A
'
ii直はP99- 21 0-1 Aで最も影響を受け､ 野生型の
2.8倍に増加して い た o 2 A, 3 A, 4 A では Ala 押人数の増加と共 に野生型とほぼ同じにまで ∬i値が低下し
た ｡ Ala 挿人によ っ てS王∋T結合性の低T■F が補償されたと考えられる .
m - a min ol)h(
ln
.
Ylho r oni(
･ a(rid ほ アワ イ ニ チ イ - カ ラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ ー に使用 したリガン ドで ある o -
般的にホ ウ酸誘噂体は/プー ラ ク タ マ ･ - ゼ､ Serプ ロ テ ア ー ゼ の阻害剤として働き ､ 悟性中心Serに四面体中間
体に類似 した結合形態をとる ことが報告されて い る【77･7 8]. A la挿入変異酵素棉製の際､ P 99-21 013 A では
o.5 M NaCl存在 卜では吸蔚後 ､ ホウ酸を含まない緩衝液で耽静中に溶出し､ P99-21014A では0.5 M NaCl
存在下で は吸潜しなか -J た o Ala 挿入による rTいa min ophe‡1.Ylboponic a cid親抑性の低下が予想された o し
かし ､ そ の Ii
p
i債は P 99-210- 1 Aから P99-210-3 A ではほとん ど野生塑と同じで P 99-210-4 A では約 8借上
興して い たo こ の パタ ･ - ン は良好盈質やペ ニ シリ ン剤に対する H m 億と同じであり ､ 暗性中心ポケ ット に
対する影響を反映するもの と考えられる ｡ P 99-210-3A におけるア フ ィ ニ ティ ー カラム へ の結合性の低下を
示す A
'
i倦の低下は観察されなか っ たo ホウ酸誘導体の β- ラクタ マ - ゼ へ の結合機構は2step binding を
とる ことが粗野されて い る【79】o ホウ級練塀体との安定な結合を形成する第2相が影響を受けて い る可能性
が考えられるo
7･ 2･5 プ ログ レ ッ シブ阻膏
韓ⅠⅠ郎, 解5車の方法に準じて Ala 挿入変異β- ラクダマ - ゼに対する A Z T のプロ グレ ッ シブ阻害を測定
した. 終汲度が P 99, G Cl,各Ala挿入変異酵素それぞれ2FIM とA ZTIOpM となるように混合し(Ⅰ/E= 5)
､ 30
BC で保温したo 経特約に20plをサ ンプリ ングし､ C E T500pM の基質溶液中の初速皮を測定した o
A Z Tで処理 しない場合の 活性を 100として残存汚性を貸出したo Fig7･ 3に結果を示したo P 99-210 A Aは
Ⅰ/E - 5 の灸件で はほとん ど阻審を受けなか っ たので グラ フ 中には示して い な い o その他の酵素は A Z Tと
混合後 ､ 30秒以内にすべ ての酵繋が晒性を失っ た｡ P99酵素は反応時間の 3時間以内には活性の回復は観
察されなか っ たo G Cl および Ala 挿入変異酵素は - 定時閉経過後､ 活性は100%まで回復 した. 不括化酵
素の 割合を時間に対して片対数プロ ッ トし(Fig7･3 B.)､ kr e a ctを算出した o
第5牽の 結果と同様､ 活性回復に2相性があり(Fig7･4)､ 2 つ の不括化酵素が同定された｡ 初速皮と定
常状態の 速度の差から安定性の低い不括化酵素の割合を算出し､ kr e actと共 に Table 7･ 8 に示したo た, e a ct
億はkcat値とほぼ同じ倦で あり ､ 脱ア シ)I,化反応を含む暗性回復過程が オキ シイミノ系β- ラクタ ム剤分
解反応の律連投階であるこ とを示㌧て いる o 不安定な不溶化酵素の割合はk,ea ctの 上昇とともに野生塑の
6%から P 99_210_4 A の 9 5%以上まで段階的に大きくな っ たo A la 挿人数の上昇と共に段階的に kr e a cげ 大
きくなり ､ 不安定な不括化酵素の割合が多くなることが明らかにな っ た o
7｡ 3 考 察
p 99野生型β- ラ ク夕 マ - ゼ の Ala
208
- Ⅴal209- Arg
210の後方に Ala を1から4 つ 挿入し ､ そ･の酵素化学的
性質の変化を解析した｡ Ala 挿入数の増加に伴い ､ オキシ イミノ系β- ラクダ ム 剤分解活性が段階的に上昇
した ｡
G Clβ- ラク夕 マ - ゼおよび A la挿入変異β- ラ クタ マ
- ゼはオキ シイミノ系β- ラクダム剤分解性が親和
性の低下を伴い ながら上昇した｡ オキシイミ ノ系β- ラク夕ム割に活性を阻害された2 つ の 安定性の異なる
不括化酵素が存在し､ k,e a c凋 と kcat値はほ ぼ等しか っ たo また良好基質CET や P C G, A P Cなどの従来
か ら存在する β- ラ クダ ム剤に対して はほとん ど影響を与えなか っ たo これらの性質は C･ fre u ndiiGlu
219
95
第7 章 挿入ア ミ ノ酸数のオキシイミ ノ系β- ラク タ ム剤分解性に与える影響
0
^
&
.a
>
lP
O
i
J q
～
コ
ー
○
■ - I
蛾
¢
α:
A.
貫
BI昔
>
N
亡
LLJ
賢
L
$
O
d
lE
-
q -
○
こ
○
J
～
-
O
相
LI
lム
100
0
1 0
10
G 1
} ロ
鞄 姶 P9 9
-210-2A
轡脚色
■
闇
闇 野`ゝ 9
p9.2鳩 -3A
●
■
I
.
P
?
■
4
●
●
.
a
■
噛
●
Jl
●
●
50
P 99-21 0-2 Å
P 9 9･21 0･3 Å
P99-21 0･瑠A
.
d#
'●
EP
㌔
●
≠
I
臼
㌔
loo
が -
･Sl 憎
野9 9
15 0
Tim e(m納)
P99
P 99･21 0-1A
50 1 00 1 50
Tim e(mim)
Fig 7･3 Pr ogr e ssiv einhibitio n of wi 1d一七y pe and m u七an七 β-la cta m a s e s of E. clo a c a eP9 9.
A. : A fterthe e n zym ehad be enprein cubated with a ztre o n a m at theI/E- 5, the r esidu ala ctivity w as
m eas u r ed) and plotted against theprein c ubationperiod, B: T helogarithm oftheinactiv efr a ctio n ofthe
e n zym etre ated with a ztr eo n a m w a s clculated fr o mthe phase ofreativatio nin A. a nd plotted again st
thein c ubationtim e.
96
7･3
0.6
A
寅
a
O
v o.5
8
亡
眉
暑o.4
0.3
0.8
P 9 9
0.6
G C l
I
I
I
I
0 1 0 0 0 20 0 0 30 0 0 40 00
T he(S ec)
P9 9･2 10-1 A
{
寿
a
亀 o.5
普
亡
a
表o.4
0.3
0.6
′ 一 ヽ
責
(⊃
邑 o.5
8
亡
d
モ
0
暑o･4
0.3
0 2 0 0 40 0 60 0 80 0 1 0 00
Tim e(Se c)
P 9 9･21 0･3 A
＼
.ヽ
＼
＼
＼
＼
＼
＼
＼
＼
＼
＼
＼
＼
o 10 0 2 00 3 00
Tim e(Se c)
～
寅
a
gL 0.5
8
亡
I)
モ
暑o･4
0.3
0.6
■■
一 ヽ
S
亡l
豆 o.5
8
亡
a
貞o.4
0.3
0.6
ヽ .
＼
＼
＼
ヽ
.
＼
ヽ
＼
＼
＼
＼
＼
＼
＼
ヽ
＼
0
′■ ヽ
寅
a
亀 o.5
8
∈
何
普
○
等o･4
0.3
1 0 0 2 0 0 30 0
Tim e(Se c)
P9 9･2 10･2 A
＼
＼
＼
＼
＼
＼
＼
＼
＼
＼
＼
＼
＼
＼
＼
＼
0 1 00 20 0 3 00 4()0 50 0
Tlm e(Se c)
P 9 9-21 0q4 A
ヽ
＼
＼
ヽ
＼
＼
＼
＼
＼
ヽ
ヽ
＼
＼
＼
0 1 0 0 2 00 30 0
Tim e(S ec)
F ig7
･4 T he abs o rptio n cha ngein the r e a ctio n miⅩtur e ofa ztr e o n a m
一七r e ated wi
'
1d-ty pe and
m uta ntβ-1a c七a m a s e swi thc ephalothin a sthe s ubstr ate ･ T heβ-1actam ase(finalc on ce ntratio n,
2 pM)w asin cubated with 10pM a ztre onam in 50m M sodiu m phosphate buffer(pH 710)for 60min at
30
oC. A portion(20〃り w as mixed with 3ml of 5 00〃M cephalothin in the bu 鮎 r, 弧 d the nthetim e
co u rse ofthe A290W as m O nitor ed(solid lin e). T he br okenlireindic ates七he abs orptio n change with the
s a m e a m o u nt ofthe u ntre ated en zym e asthe tre ated enzym e･
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En zym e
k,e a c七 Fra ctio n of less stable
(s
‾ 1
) in a ctiv e en zym e(%)
P 99 N.D . 6
P 99-210-1 A 0. 0 5 41
P 99-210- 2 A 0. 024 68
P 99-21 0-3 A 0. 050 84
P 99-210-4 A >95
GCl. 0.0049 84
N.D . : Notdetected
- : Notinhibited
Table 7･8 K in etic para m ete rs of m u七a n七 β-1a cta ma s e8･ kr e a ct w a sdete r mined fro m a semi lo啓一
arith micplot ofthe rec o v er ed a ctivity and v ers u sthe inc ubatio ntim eFig7
･4 B･ Fra ct,io n ()f less st･able
ina ctiv e en zym e w as calu culatefro mthe differ en ce ofinitialrate a nd steady state r at･c ()f Fig7
･ 4･
変異β- ラクダ マ
- ゼと同 一 である. さ らに Ala 挿入変異酵素の シリ
ー ズ で は挿入数の増加に伴っ て段階的
に性質が変化したo kr e aか 2種類の不括化酵素の存在比もA la 挿入により段階的に変化して い た ことは括
性中心に与える影響が Ala挿入により段階的 に変化し､ 寮5章で示したオキシイミ ノ系β- ラ クダム剤分解
活性の上昇はE-A*の減少と安定性の低下 による ことが より明確に示された ｡
オキ シイ ミノ系β- ラクタム剤により不活性化された酵素､ E- A, E- A
*(Fig7･ 5)は どちらもア シ)I,中間
体で ある o こ の■2 つ の構造の相違を具体的 に示す実験的デ ー タ ほ存在しない . しか し､ D D-peptida seと
CE T, CT Xとの複合体の結晶解析[
56]から E- A
,
E- A*の構造を推定する ことができる . オキシ イ ミ ノ系β-
ラクタム 剤は7位側鎖に1 つ おき に2重結合が存在することから平面的な拘束を受けた大きな側鎖が存在
する . これが間接的原因となり, Fig7･15 で 6角形で示 したジヒ ド ロ チ ア ジン環が脱 アシ ル化に
一 般塩基と
して働く Tyr近傍(クラス Cβ- ラクタ マ - ゼの Tyr150)の永分子と求核攻撃の標的である カル ポ ニ ル炭素
を隔 てる形で結合して い る. こ の構造が安定性の高い E-A* の構造に相当すると考えられる . C E Tと の複
合体では隔てる碍遊ばなく､ こ れを E- A の構造と推測する ことができる . これら2 つ の結合形態が平衡状
態にあり､ ル ー プ上の ア ミノ酸挿入 によりHelix 8-9 間ル ー プ に変化が起 こり､ E- A 構造 - の シ フ トが起
こりE- A*が少なくなる ､ また E- A* に変化を促し､ 安定性が低下するとい う2 つ の 変化により分解速度が
上昇すると推測される ｡
アミ ノ酸挿入 は括性中心にどの ような変化をもたらして い る ので あろうか ｡ Ala が挿入さ れた変異酵素
の flelix 8-9 間ル ー プは新たなコ ン フ ォ メ - シ ョ ン に再配置されて いる ことが予想される o 一 般的に1 ア
ミノ酸置換の ような変化は局所的と考えられるが､ 主鎖が伸長するような変異で は立体棒造形成時に主鎖
のト レ ー ス 自体も変化した コ ン フ ォ メ - シ ョ ン をとる ことが予想される ｡ オキシイミ ノ系β- ラクタム剤分
解活性が上昇するためには以下のような変化が推御することができる 0 1 つ は活性中心ポケ ッ ト の 空間が
広くなり､ 大きな平面性を持つ 7側鎖の結合を許容し､ ジヒ ド ロ チア ジン 環の位置の変化､ すなわち E- A
と E- A*の相互変換を促進する変化がおこ る可能性が考えられる. SBT の K i値が1 Ala挿入 で最も影響を
受け､ 3, 4 Ala挿入で は野生型よりもむしろ, 親和性が 良くな っ た｡ SB ではア シ ル 中間体形成後 ､ その 構造
中の C 5-Sl間が開袈して安定な不括化酵素を形成する ｡ 1 Ala挿入で は親和性に影響を受けたSB T結合は
2 Ala以上の挿入では , 緩くな っ た活性中心ポケ ット はこ の開裂を許容する ことにより親和性が上昇すると
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-la c七a m s
a nd もhe d¢du c ed str u ctu r e of the in a ctiv e e n 2;y m e･ T heillu s七1
･atio nindic a七csthe struc七lユre Of
臥 A(left)a nd E- A*(right). Gray r egio nindicate the dihydr othia 苫e n ering･
考えられる o 2 つ めはアミ ノ酸挿入変異により､ Helix8-9 間ル
ー プ の m obility が上昇し ､ E- A
*の安定性
に影響を与える可能性が考えられる ｡ P 99♂- ラ グタ マ
- ゼ の Helix 8-9 間 ル - プは温度因子の高い 領域で
あり ､ m obilityが商い領域であると報告されて いる o またクラス Aβ
- ラクタ マ - ゼ の結晶解析結果からも
同様なことが報告されて い る ｡ Ala 挿入変異酵素は熟安定性が低下 して い たo こ の ことは活性中心の構造
は野生型よりも安定性が低下した構造をとる ことを示唆し､ H dix 8-9間ル
ー プの連動性が上昇する仮親と
矛盾しない ｡
クラス Cβ- ラクダマ - ゼの Helix 8-9 間 ル
ー プ上の変異は E- A*の存在比 と安定性を低下させ る ことに
ょり ､ オキシイミ ノ糸β- テクタム剤分解活性を上昇させて い る . 既報の類縁酵素の構造情報を加味し､ そ
の分子機構を推定した ｡ 本研究で得た知見は基質特異性拡張型酵素に対して有効､ か つ 寿命の長い 新β- ラ
クダム剤の開発に貢献する と考える ｡
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ク m - ニ ンダと
seT237置換の基質輯異性 代 の影響
p. v u19a ris の β- ラ クダム剤高度耐性菌はセ フ ロ キシ ムを はじめとするオキシイミ ノ系 β- ラク夕ム耕に
も商い 耐性を示すこ とが知られて い る . その原因は β- ラク ダム 割により誘導的に産生 される紫色体性セ
フ ァ ロ ス ポリナ - ゼにあり , CX M分解性の高い ことからセ フ ロ キシ マ - ゼとも呼ばれて いる o ヨ
- ロ ツ パ
で分離額魔の商い T EM 型β- ラクダ マ
- ゼの シリ - ズや ､ 輝ⅠⅠ,ⅠⅠⅠ郡で研兜材料とした変輿による避質特
輿性拡張型β- ラクダ マ - ゼ で ほなく､ 毅色体上に コ
ー ドされる蘭種特異的β- テクタ マ - ゼが遮質特異性拡
張型である点で興味深い o また - -般にグラ ム 陰性蘭の産生する典色体性セフ ァ ロ ス ポリナ
- ゼほクラス C
に分類されるo これらはβ- テクタム割により誘導されること ､ セ フ ァ ロ ス ポリナ
- ゼ型の基質特異性を示
すこ と ､ ク ラブ ラ ン酸により阻害を受けにくい ことなど共通の性質を示すo P. v ulgarisβ- ラクダ マ
- ゼは
その基質特異性はセ フ ァ ロ ス ポリナ - ゼ型であり､ クラス Cβ- ラクダ マ - ゼと典通の性質を示し､ 従来は
クラ ス Cβ- ラクタ マ - ゼと考えられて い た. しかし､ O kugu chiらにより発表された P･ 1,uE9a risβ
- ラクダ
マ - ゼ の塩基配列から推定された アミ ノ酸配列からクラ ス AP- ラグ夕 マ - ゼ に属する ことが明らかとな っ
t=[80】o 本章では ､ P. v uZ9a risβ- ラクタ マ - ゼ のオキシイ ミノ系β- ラクダム 剤分解性に着目し ､ 臨床分離
の P. v u19aris Ⅸ1株を材料に ､ 艶色体性β- ラクタマ
- ゼ のク ロ ー ニ ン グを行い ､ 部位特異的変異導入法に
ょりオキシ イミノ系β- テ クタム剤分解性に寄与するア ミ ノ酸残基を決定したo
8･1 β- ラクタ マ ー ゼ の性質
8･1･ 1 Ⅹ1β- ラクタ マ ー ゼの性質
p. vuzga ris K l株は従来の セ フ ァ ロ ス ポリ ン剤､ ペ ニ シリ ン軌に加え ､ CX M, C A Z, A Z Tなどのオキシ
イミ ノ糸 β- ラクタム剤にも高度耐性を示す臨床分離株である o ほじめに Klβ- ラ グ夕 マ
- ゼ の PC G によ
る誘導性を検討した . P. v u19a ris K l株を普通ブイ ヨ ン培地申で 3 7
o
C で培養し ､ O D610- 0･5 の時に終
濃度 500pg/ml の PCG を加え ､ 30分後の 培養液か ら租酵素抽出液を調製した o C E T 200IIM の条件下
で ミク ロ ヨ ー ド法により β- ラクダ マ
- ゼ活性を測定し ､ 菌体タ ン パ ク当たりの比活性を決定し ､ 非誘導時
の 場合と比較した(Table 8･ 1)0 PCG で誘導した場合は非誘導時の 135倍の β- テク夕 マ
- ゼ活性を示し､
p, v u19a ris Klβ- ラク夕 マ
- ゼが典型的な誘導型β- ラグタ マ - ゼである ことが明らかとな っ たo
p. v u19a ris Klβ- ラクタ マ
- ゼ の基質特異性を検討する ために ､ 誘導時の培養液から調製した租酵素抽
出液申の菌体タン パ ク当たりの β- ラクダ マ
- ゼ活性を各基質200pM の条件で ミク ロ ヨ
ー ド法で 決定し､
でable s. 2 に示した｡ 他の代表的なグラ ム陰性薗由来β- ラグ夕 マ
- ゼの基質特異性プロ フ ァイ ルを同時に
示したo P. v u19aris K lβ- ラク夕 マ
- ゼ の CE T分解活性は PC G分解活性の約 5倍大きく ､ C･ fre u ndii
GN 346や E. clo a cae P 99と同様に典型的なセフ ァ ロ ス ポリナ
- ゼの性質を示した. C. fre u ndii G N 346や
1 03
第 8章 ク 口 - ニ ン グ と Se r
33 7置換の基質特異性 ヘ の影響
β- Lacta m a se a ctivity
(口/mgpr otein)･
Indu c七io nratio
u nindu c ed indu c ed (indu c ed/u ninduced)
0.010 1.352 135
Indu cer: 500pg/ml PC G
Table 8･1 P- La c七a m a s e a ctivity of P･ v ulga ris K l
-in 七he pr e s e n c eo r abs e n c e Of in du c e r･
β- Lactam ase a ctivity w as m eas ured usingcelle xtr a cts of P･ v u19aris･ T he en
rzJyrn e ass ay W as perfor m ed
by the micr oiodo m etric m ethod wi七b 20 0〃M CE T･
PC G CE T CX M
K m Ii
'
i
(〃M) (〃M)
■} l■■ … ■■■■■コ■■■■■■
6 77
K i
(〃M)
h 中神■lF■甲■d ■
>100
>100
K m K i
"M) (〃M)
”
36
ll
(〃
β- La c ata m as e Type V m a x
(%)
Vm a x
(%)
Vm aⅩ ∬ m
(%)
～
<2
<2
276
0.03
0.03
(〃M)
でEM-1
P. . mirabils
P. v u19a ris X I
a. fre u ndii G N 346
E. clo a ca eP 99
PCas e
PCas e
C Sase
C Sas e
CSas e
100
100
14
9
7
1 7
<2
100
10 0
0.6 1 00
22
19
9
100
1 59
0.03
0.02
Table 8･2 Co mp aris o n of七he kin etic c on st ants of P. v u19a ris β-la cta m a s ewi七h tho se of
otherP-la ctaLm a Se S･ T he r elativ eV m axis expr ess ed as aper ce ntage of behzylpenicillin hydr olysisin
the ca s e ofpe nicillin as e, and ofceph alothin hydrolysisin the cas e ofc ephalospo rin ase.
1 04
8･2 ク ロ ー ニ ン グと塩基配列の決定
E. clo ac aeP99β- ラクタ マ - ゼ の CX M分解悟性は CE T分解の 1/100以下であるが ､ P. v u19a riB I(1β-
ラ クダ マ - ゼはCX Mを CE T の 2.5倍以上の効率で分解した｡ CXM 分解性は弗型的ペ ニ シリナ - ゼにお
い ても良好基質の PC Gの 1/50以下であり､ CX M分解性は P. v u19a ris K lβ- ラグタ マ - ゼ に特徴的な
性質で ある o 等圏点､ 誘導性､ その佃の P. v ulga ris Ⅸ1β- ラ ク夕 マ - ゼ の性質を他の グラム 陰性蘭が生産
する β- ラクダ マ - ゼ の性質と比較を した(Table 8･3). P. vulga ris K lβ- ラクダ マ - ゼは漁色体上に遺伝
Substr ate
spe(まfi(
.
,ity
中l■申 岬 ■■申
pe nicillin as e
pe nicillin ase
penicillin ase
ceph alosporin as e
Is o ele ctric
point
Ge n e
lo 仁atio n
榊 ■■■
plaぶmi d
chr o m os o m al
plas mid
盛 盛
chr o m os o mal
c.hr om os om al
chr o m os o mal
chr o m os o m al
P-Lact am aS e
Class
叫
A
A
A
A
C
C
C
C
Productio n
} l■■h l■■■{ 叩 ■■■■■■■d ■■■■■}
con stitutive
co n s七iもu七iv e
c on s七ittltiv e
払出 地
c on s七i七u七iv e
illdu cible
indu cible
indu cible
TE M-1
K. pn e u m o niae
P. mirabilis
P.v ulga ris
E. e oLi K 1 2
a. Pe u ndiiGN 346
E. cloa e aeP 99
P. a e r u9in os aP AOl
cephalosporin a s e
cephalosporin as e
ぐeph alosporinas e
c ephalosporin ase
5.4
7.8
6.9
ヱ止
9.2
8.9
8.2
8,7
Table 8I3 Chara 8teri8七ics ofs e rin eβ-la c七a m a 8 e Sp ur Odu c ed by gr a m-n egativ eba cte ria.
子があり､ セ フ ァ ロ ス ポリナ - ゼ塑の基質特異性を示す､ 誘導性酵素であり ､ 等圏点以外は赦塾的なクラ
ス Cβ- ラクタ マ - ゼの性質を示した. K lβ- ラクタ マ
- ゼは - 股的な P. v u19a risβ- ラクタ マ - ゼと同様
な〔叫 性質を示した｡
8･ 2 ク ロ ー ニ ングと塩基配列の決定
okugu chiらの 報告した塩基配列を参考に ､ PCR 法を用 い て K lβ- ラ クダマ
- ゼ のク ロ ー ニ ン グを行
な っ た｡
8 ･ 2･1 ク ロ ー ニ ング
p. v u19aris 5E78-1 の配列を参考に､ β- ラクタ マ
- ゼ遺伝子を含む1･26kbの領域が増幅され､ か つ 5′末端
側に H indII切断部位(下線)を含むようにデザイン したP rim er-F:5′ -T TG CTG生鮎追三三CA AATG CAC
G CAG-3/, Prim er- R 5
′
_ C G GA AG CT T T T T A T T ACA G TCT A A-3'を合成したo 菌体 D N Aを Ow enら
の 方法[33】で 調製し､ 鋳型 D N Aとした｡ PCR は100〃1の 反応溶液中(0.3JJg菌体 DN A, 200〃M d N T P,
o.5FLM e ach Prim er, PCR
･ Buf･【10m M Tris - HClpH 910, 50m M KCl, 3･5 m M MgCl乞, 0･1%Tti七o nX-100,
o.o1%bo vin e ser u m albu min], 2.5 u nits Taqpolym er a5 e)､ 93
c
C-80秒 ､ 52
oC より1サイクルごとに0;2
o
C
下げて 48
o
C までを 80秒 ､ 72
o
C -180秒を20サイクル行な っ た後､ 93
oC-80秒､ 48
oC80秒 ､ 72
o
C-180秒
を15サイクル行ない ､ 最終伸長反応を72
Q
C 7分布な っ た o 増幅された1.26 kbの D NA はア ガ ロ - スゲ ル
により分離後, Ge n eCle anⅠくit を用い て精製したo これを H indIII消化後､ 再度アガロ
- ス ゲル による分
離 ､ Gen eCle anK i七による精製を行ない ､ pHSG398 の H i.ndIII部位とLiga七io nを行ない , CE T 50FLg/mi
を含有する寒天平板で選択した. β- ラクダ マ
- ゼ遺伝子がIa cZ と同方向に挿入されたた ことを確認後､
ppvcF-1とした｡ PP VCF-1を導入した E. c old AS226-51 には轟導性はなく､ 租酵素抽出液中の菌体タ ン
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パ タ当たりの β- ラクタ マ - ゼ活性は4 7.9(U/mg protein, Table 8･5 参照)で あり､ 誘導時の P. JL,ulga ris
K l のP- ラクタ マ
- ゼ活性の135倍に上昇して い た｡ pH SG39 8プ ラ ス ミドの高 コ ピ
- 数の殿轡であると考
えられる｡
8･ 2･ 2 塩基配列の決定
ppvcF-1 より PCR 増幅断片由来の 1.26 kbを M 13m p18の H indIII切 断部位 に導入した o i(lCZ と
同方向のク ロ ー ンを M13P VCF l､ 反対方向の ク ロ ー ン を M 13 P VCR′1 と した ｡ これらを感艶させた 且
coli TGl培養上晴渡よりssD N Aを調製し ､ D ide oxy Chain Termin ation 法で 塩基配列を決定したo 1 252
kbの H indIII フラグメ ントの塩基配列をFig8･1 に示した. 翻訳開始の M etを コ
ー ドする コ ドン は､ 212,
218それぞれからなる A TG が考えられたが どちらであるかは不明で ある占 成熟 タ ン パ ク質の N 末端の
アミ ノ酸配列は Ga ss- P has e-Sequ en cer(Ap plied Biosyste m sModel477)を用 い て決定したとこ ろ ､ N H2-
D N N N TI E EQL N T の配列が得られ ､ 27ある い は29 ア ミノ酸をシ グナル ペ プチ ドと して持ち ､ 成熟時に
271アミ ノ酸からなる分子量29655Da の β- ラ クタ マ - ゼ の ア ミノ酸配列が推定されたo
K lβ- ラクタ マ
- ゼ のア ミ ノ酸配列は既知のクラス A β- ラク タ マ - ゼと30- 70%の相同性を示した ｡ 敢
も高い相同準を示したの はCX M分解性の K･ o xyto c aβ- ラクタ マ
- ゼ(70%)であ っ たo クラ ス Cβ- ラク
タ マ - ゼ
,
D D-peptida seを含む P B Psとの相同性は1%以下であ っ た ｡
Serβ- ラグタ マ
- ゼ における保存性モチ ー フ ､ Ser- Ⅹ - Ⅹ -Lys はSer叫 T hr
47
-ser48- Lys
49に存在し､ Ser46
が活性中心Serと推測されたo また､ S工)N モチ ー フ ､ E T(S)G モ チ ー フ はSerlO6- AsplO 7- As nlO8､ Lys210-
T hr21l- Gly
2 12にそれぞれ存在した｡ 脱ア シ ル化におい て - 般塩基と して 機能する Glu168(A B L配列)は
Gl11142と推定された｡
Okugu chiらの報告した P. v ut9a ris 5 E-78-1 ♂- ラクタマ
- ゼ とは Glu29
,
As n245の 2箇所での み ア ミノ
酸配列が変イヒして いた｡ 以下の本論文中の K lβ- ラクタ マ - ゼ の ア ミ ノ酸配列は A B I+ 配列【1】に基づき表記
した｡
8･3 A lalO4, se r
237の基質特異性に与える影響
K lβ- ラクダ マ
ー ゼの基質特異性には1)クラス Aβ- ラクタ マ - ゼにもかかわらず, セ フ ァ ロ ス ポリナ -
ゼである ｡ ;2)オキシイミ ノ系β- テクタム剤を効率的に加水分解するという2
1
っ の特徴が存在したo これ
らの 原因を解明する ため に､ 他のク ラ ス A β- ラクダ マ - ゼ と配列の 比較を行 か - ､ 特徴的ア ミ ノ酸配列
A IAIO4
,
ser237を発見した ｡ こ の 2残基を部位特異的変異導入法により､ Glu
,
Ala にそれぞれ置換 し､ その
基質特異性へ の寄与を検討した ｡
8･3･ 1 Ⅸ1β- ラクタ マ ー ゼの特徴的ア ミ ノ酸配列
G C Gプ ロ グ ラム パ ッ ケ ー ジ中の PileUp を用 い て K lβ- ラ グタ マ - ゼ の ア ミ ノ酸配列を他の クラ ス A,
クラ ス Cβ- ラクタ マ - ゼの ア ミノ酸配列と比較し､ ア ライ メ ン トを行な っ た(Table 8･ 4)0
S･ a u reus β- ラクタ マ - ゼ を除くオキシイ ミ ノ系β- ラ クダム剤分解塑 の K. o xytoc a, P . vu19a risβ- ラ ク
タ マ - ゼ で は104位はA la やV al である の に対し､ 非分解性の T E M-1 やSI‡V-1
,
PSE-4 では酸性ア ミ ノ
酸､ または T hr である ｡ ま.た Glu
IO4- Lys
lO4変異が臨床から発見された 8 つ の基質特異性拡張型T E M型
変異酵素で見つ か っ て い るから ､ オキシイミノ系β- ラクタム剤分解性に寄与する可 能性があると考えた.
237位はほとんどのクラス Aβ- ラクダマ - ゼとクラ ス Cβ- ラクダ マ - ゼの 一 部におい て Ala であるが ､
P･ v u19arisβ- ラクタ マ - ゼ で はSerで ある o また ､ 基質特異性拡張型クラス A TEM 型β- ラクタ マ - ゼ で
1 0 6
8･3 A la
l()4
,
se r
r
13 7の基質棉異性に与える影響
30 60 90
幽鑑ⅡCAAATGCACGCAGTGCA m AGGGGAGATGTGTTCGCATAATATT CTTAGCA 1
'
AGATTTTCTÅTAAGCTAAGGTGA m AT
HL
'
f2dlII
91 120 150 180
TATC叫Ⅲ迅詔ATAAATCAA 1
-
A ATA(芯虻弧GCACCCTATAA TAAACGGCTCTATATCTACCCAATAACTGTCTATTTÅ AITG
181
-35regio n
2
･
l
l
o
oregio n
240 270
GA m C m ATTAACTrAATTGAGGAC TGACCATG m AAAACAACA m CGCCAAACAGCAGCGATCGCAGm CATTA TATC
” T ” ド K T T ド
271 300
R 0
-20
330
T A A A V S L t S
-10
360
TCTATTAGCATCTCCAT^GCTA GGGCTGACAACAATAATACATTGAAGAGCAATTAAATACGCTGGA AAATATAGCCAAGGTCGTTT
L L A S P ” L W AD ” N ” T I E E Q L N T L E K Y S 0 G R L
l lO 20
361 390 420 450
AGGCGTG6CATTAATCAACACCGAAGATAACTCACAAATAACATC^CGT G G AGC C m GCATGGCAAGTACAAGTAAGGTTAT
G V A L I ” T E D ” S 0 I T Y RG E E ∩ F A ” A S T S K V M
K 30 40 Å 50
451 480 510 540
GGCGGTTGCAGCCGT m AAAAGCGAGTG AA A CAAGCCGGATTATTAGATAAGAATATT ACGATTAAAA ATCTGACTT^GTTGCTTA
A V A A V L K A S E K 0 A G L L D K N I TI K K S D L V A Y
60 70 80
570 60 630
CAGCCCTATTACAGAAAAACATTTA CA C GGAAT GACACTGGCTGAATTAAGTGCGGCTACAI GCAAT TA ATA T CAGCAAT
541
631
s p IT E K H L T T G ” T L A E L SA A T L 0 Y S D ” T A ”
90 100 110
660 690 720
GATAAG TATTAGAITATTTAGGCGGTCCAGCCAAATCACTCAATTTGCACGTTCAATTAATGATGTCAC ¶ATCGCCTTGATCGTAA
G P A K V TQ F A R S I ” D V TY R L D ∩
120 130 140
750 780
N K L D Y L G
721
K
810
AGAGCCTGAATTAAATACAGCAATTCATGGTG T CTCGTGATACTACTTCTCCAATTGCGATGGCAA G CTTCAA ACTGACATT
E P E L ” T AI H G D P R D T T SP I A ” A K S L Q A L T L
150 160 170
糾0 870 900
AGGCGATGCACTAGGTCAATCTCAG GTCAACAACTTGTTACTTGGTTAAAGTAA ACAACGG6TGATAACAGTATTAAAGCGGGTTT
ら D A
811
901
L G Q S Q R Q 0 LV T W LK G ” T T G D ” S I K A G L
180 190 200
930 960 990
ACCAAAACACTGGGTTGTTG ATAAAACCGGTAGTGGTGATTATGGTACAACT ACGATA TGCCGTTATTTGGCCTGAAAACCATGC
p K ” WV V G D K T G S G D Y GT T ” D I A V I W P E ”H A
210 220 230
1020 1050_ー _” __ ‥. ー ー ▲ ー ー _ ー ‥ . _ _1卵9GCCA ¶仙T m AGTCGm AT m CACACA AAGAACAAAATGCAAA ATACCGTA GATATTATTGCTAAAGCAGCTG 仙ATTGTA C
I
T 0 0 E 0N A K Y R K D I I A K A AE I V T
240 D 250 260
11 l
･O l140 1170
P L LV V Y ド
991
1081
AAAAGAGATATCTAATTCACCTCAAAeÅÅAT辿A m CTTTATTGATAATCTÅGATAAAAA TTAAATAG A ATAGAGCTAIT AAT
l
K E S ” S P 0 T
270
K
1200
Stop
1230
6GCTCTATTAITACATCCATACACAAA 干奴r TCAGTGAAATAACATCAGATAACAA
-
rTAGACTGTAAT AAAAA4 g
HLndIII
1171
Fig 8
･ 1 D N As equ en c es of P･ v u19a ris E lβ-1a cta m a s e a nd na nking r egio ns a nd the pre
-
dicted a min o a cids equ e n c efo rthe e n zym e･ T he nu cle otides ar en u mbered from the
HindIIIsite.
T he -35a nd -10r eglOn ar ebo x ed･ T he position ofthe N
-te r minalamin o acidofthe m atu re en zym eis
designated asposition 1 ofthe a min o a cidsequ en ce･ T
he amino a cidsequ en c efrom -28to
-1 is as su m ed
to be that ofthe slgn alpeptide･ T he a ctiv e
- site serin eis in dic ated by a n arr owhe ad･ Amin o a cids of P1
･
uulgaris 5 E 78
-1β-1a eta m as ethat aredi 駄r entfro mthe K le n zym e areindic ated byboldfac ety pe under
thos epo sitio ns oft･he K IP-lacta m ase･
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Amin o a cids equ en ce
♂-La c七a m as e
T E M-1
SH Y-1
P S E-4
K. o ∬ytoc aE 23004
P. v u19aris Kl
P. vulgaris 5E 78-1I
S. a u r e u sPC-1
E. c oli K 12
Class A B L1 04r esidu e
A
A
A
A
A
A
A
C
a. Jreu ndii G N 346 C
E. clo a caeP 99 C
ⅣDL ‥ . V E Y S P V T
qD L ‥ . VaYSP VS
A D L‥ . V T Y S P V I
S D L‥ . V V W S P I T
S D L‥ . V A Y S P I T
S DL. ‥ V A YS P IT
D D I‥ . V A YSPIL
P E L T A Kq野G I‥
P E L T G Kq 堺G I‥
PqL T G Kq里qG I‥
A B L-237residu e
ADK SG A G E.RG
AD K T G A G E. RG
A D R SGA G G.FG
G D K T G A G D. Y G
G D K T G S G D. Y G
G DK T G S GD. Y G
A D X S GqAIT Y A
V H E T G A T‥ G G
VH KT GST. . G G
VH KTGST . . GG
Table 8･4 A min o a cids equ e n c e a r o u nd r esi du esA 玉L-10 4a nd A B L- 237 in β-1a cta m a se s.
T he al ignm ent of七he sequ e n cesofthe P･ vulga ris -1a c七 am ases with 6cla ssÅ and 3 clas C enzym es
w asperfor m ed with the aidof a c o mputerprogr a m(PIL EUP softw a rein the softw a repa ckage of
Ge n eticsCo mputerGr oupln c.). T he amin o acids at A B L1104and 23 7a re▲u nderlin ed. T he r efer en ces
for七he amin o a?idsequ en ces ar easfollo w s:T E M-1(SutclifFe,1978), SH V-1(Ba rthelem y et al. ,1988),
PS E-4(Boissin ot and Le vesqu e, 1990), K･ o Xyto caE 23004(Araknw a et al.,1989), P.vulgaris K-1(this
paper), P･v ulgaris 5E 78-1(Okugu chiet al･,1 98 6), S･au r e u sPC-1(°han ,1 986). E.c oli K 12(Ja urin and
Gru ndstr m,1981),C･fr eundiiGN 346(Ts uk am oto et al･,1990), a ndE･clo ac a eP 99(Galle niet al.,1988c)
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1
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は T E M-6､ T E M, 24 で A la237- ヰ Thr237変異が 報告されて い る o さらに1残濃後の Gly
238- ser238変異は
T EM 型で 5種､ SH V型でも5種発見されて い る o これらの 理由から104位 ､ 237位をl( 1β- ラクダ マ
-
ゼ の 基質特異性を特徴づ ける残基と考え ､ 部位特異的変異導入法に より T E M-1 型の ア ミ ノ酸の Glu
lO4
,
A la237にそれぞれ置換し､ 基質特異性 へ の寄与を検討したo
8･ 3･ 2 変 異 導 入
部位特輿的変異導入は m ut,a n- 班 K it(Takal･a)を 馴 ､たl(u nkel法【
26,2 7,8 2]8こより行な っ た. P V A IO4 E:
5
′
- TCT G T T TA GT TG AA T ACAG C CTA-3
/
, P VS237 A:5/- A A A AC C G G C GC G GTGA T T AT G GTA･
3/ 合成し､ リ ン酸化後 ､ 使用したo M 13mp18P VCR.-1s sD N Aを鋳型として メ
ー カ漆付の指示沓に従い ､ 操
作を行な っ たo 変異処理後の M 13mp18 P VCR-1より dsDN Aを調製し､ ア ル *
1)変性後､ D ide o xyChain
T{･きrrrlin a七i.n 法により変輿点を確認したo そ
･ の後､ 変輿遺伝子を含む1.2 kb H irtdIIIフ ラグメ ントをpモISG398
に導入し ､ 1.25kb全体の塩基配列を決定し ､ 変異の 導入と不必粟な変輿の ない こ とを確認し ､ pP VCF
-
A IO4 E
, PP VCF-S23 7Aとした o
8･ 3･3 変異遺伝子導入大腸菌のβ- ラクタ ム 剤耐性
ppv cF- A IO4 E, PPV CF-S237E をそれぞれ E･ c oli AS226
-51に導入し ､ ペ ニ シリ ン剤の P C G･ AP C､
K l/ヲー ラ クタ マ
- ゼ の良好濃紫であるセ フ ァ ロ ス ポリン剤の CE T, CE臥 オキシイミ ノ糸セ フ ァ ロ ス ポ ･
1)
ン 剤の CX M の変異遺伝子導入大腸菌に対する M I Cと租酵素抽出液中の C E T分解の β
- ラクダ マ - ゼ暗
性を測定した(Table 8･5)o pP V C F･ A IO4 E, PP V CF-S237 A変異遺伝子導入大腸菌の租酵素抽出液申の 伊
M IC(p g/ml)
CX M
仲 H ■■
1600
800
100
<1.6
PCG A ヂC CE T CER
加
■
>1600 >1600 1600 200
1600 16001600 200
>1600 >160 0 400 200
6.3 6.3 <1.6 <1.6
β- La cta m ase activity
(U/mg protein)
p芦■ 叫
49.ラ
52.3
28.7
<10
‾ 5
Str ain
中 細 中
AS226-51/PP VCF-1(wild)
A S226-51/PP VCF- AIO4E
AS226- 51/PP VCF-S 237 A
AS22 6-51
Table 8･5 β- La ct am a s ea c七ivi七y of 乱 亡Oli AS 2 26
-5 1strain s c a rrying七he wi lda nd m uta nt
ge n e s,
I
a nd t he le vels of r e si占七a nc e七o β-la ct am s･ β- La c七am as e a ctivity w as m easured u sing cell
extra cts of E. c old AS226-5 1c ells harbo u rlng 七he wild-type or a m uta ntgen e･ T he e n zym e ass ay W as
per払r m ed by the microiodo m etric m ethod vitb 200〃M
cephalotbin･
ラ ク タ マ - ゼ活性はそれぞれ野生型の 1 05%, 58%で あ っ たo Ala
lO4
, ser
237はβ- ラクダ ム 剤加水分解反応
に必須の残基で はない こ とが明らかとな っ たo A I O4 E変異酵素遺伝子導入大腸菌の M IC は野生型と比
べ
て顕著な変化は見られなか っ たo
一 方､ S237 A変異酵素遺伝子導入大腸菌の M ICは野生塾1/16 に顕著に
低下 し､ S237 A変異がオキ シ イミノ系β- ラ クダム剤分解性に影響を与えて い る ことが示唆された｡
8 .3 .4 変異酵素の酵素化学的性質
以下の実験に先立ち , 予備実験 として A IO4 E, S237 Aの 変異遺伝子導入大腸菌から租酵素抽出液を調製
し､ CE T, C E R, CX M, A ㌢C, PCG に対する Vm ax, ∬ m 値を決定したo A IO4 Eは野生型酵素
とほぼ同 じ
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v m aLK
,
K m 値を示した o 一 方､ S237 A変異酵素はCX Mの V m ax値の減少と P CG, A PC の V m ax値の
上昇が観察された ｡ そ
･ こで S237 A変異酵素を精製し ､ 酵素化学的解析を行なっ た o
変異酵素の精製
pp vcF-S237 Aを E. c old A S226-51に導入し､ 35〃g/mlの C Mを含む3 e の H Iブ ロ ス 中､ 37
{l
C で後期対
数増殖期まで培養し､ フ レ ンチプ レス で菌体を破砕し､ 租酵素抽出液を調製したo 10rnM SodillIl.ト M aloI- ate
Buf. pH 5.5 で透析後 ､ 同緩衝液で平衡化したS P
-s ephadex C
-5 0 に吸着させ ､ M ･6 M の NaCl直線勾
配 により溶出した｡ 活性フラ クシ ョ ン を必要に応じて ポリ エ チ レ ン グリ コ
ー ル を用 い て ト3 mlとなるよ
うに濃縮した｡ これを100m M NaP Bp王Ⅰ7.0 で平衡化したSephade xG- 75ゲ ル ろ 過カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ
フj
'
一 にかけ､ 活性フラクシ ョ ン を精製酵素試料とした. 野生 乱 S23ナA変異酵素ともに精製酵素試料は
S D S_ P AGE で同じ位置にバ ンドが存在し ､ 95% 以上の純度である ことを確認したo
酵素化学的解析
精製酵素を用い て CE T, CE R, CX M, A Z T, A P C, P CG に対する kc at, Ii
r
m 値と/3- ラ ク 夕 マ - ゼ阻害
剤である c v A,SB T の K i値を決定した. kc at, K m 億は UV･吸収の 変化から On Lin c法で決定したo IIi
値は CE Tを基質としてTJ V法で初速度を決定し ､ H an es- Wo olf Plotから決定した ｡ 決定した酵素化学的
パ ラ メ ー タ ー を Table8･6 に示した. 従来から使用されて い る セ フ ァ ロ ス ポリ ン剤の CET, C E R に対する
wild S237 A
Ii
r
i kc at/A
r
m
(pM) (se e
- I
･
FLM
- 1)
加 中一
5.46
2.54
0.543
0.000 498
0.241
13.0
4.22
kc at K m
(se e
- 1
) (〃M)
■ 州
106 19.4
310 122
151 278
K i i- cat/K m
(〃M) (s ec
‾ 1
･
〃M
‾ 1)
H llH } 仙 ■H
12.2
1.94
3.22
∬ m
(〃M)
■ 桝 ■■■■■■■
21.5
kc a舌
(5 eC
‾ 1)
■■■■■ll ■ 叩
262
231
5 70
β- La cta m
CE T
C E R
CX M
C A Z
A Z T
P CG
A r c
CV A
SB T
1.96
2
.
1･3
31.4
11 9
177
8.97
5.33
12.0
0.00143
0.219 3.5 2
4.00 64.7
2.6 2 200
14.6
4.99
47.4
1.80 2.37
3.87 1 2.8
Table 8･ 6 E in etic pa r a m et rsfo rP-1a cta m s ofthe wild a nd S 237 A m ut ant e n 2;y m e S･ T he
kc at, K m a nd K ivalu es w er edetermin ed by a U Vspectr ophoto m etric m ethod･ In the cJa S e Ofthe Ki
valu es, c ephalothin w as u sed asthe reporte r,
S ubstr ate･
kc at/K m 値は1/2 に低下 して い た｡ 同様にオキシイミ ノ系β- ラクタム 剤の C X M, C A Z の kcat/K m 値
は1/3- 1/6 に低下 して い た.
一 方､ 従来から使用されて いる ペ ニ シリン剤の AP C
,
PC G分解の kc at/K m
値は1.6 -3倍に上昇して い た . オヰ シイ ミ ノ系モ ノ バ ク夕ム剤の A Z T分解の kcat/K m 値はほとん ど変
化がなか っ た｡ これらの事実からS237 A変異酵素はそのオキシイ ミノ系セ フ ァ ロ ス ポリン 剤分解を含むセ
フ ァ ロ ス ポリナ - ゼとして の性質が低下 し､ ペ ニ シリナ - ゼとしての 性質が上昇して い た ｡ kcat/Ii
'
m 値 の
1 1 0
8･4 %
'
#
変化はたc at値 の 変化が主たる原 因とな っ て い たo β- ラ クタ マ - ゼ阻害剤の SB T, CV A に対する II
p
i倦は
1.3--･-3.3倍とわずかに上昇して い た｡ 晴性中心ポケ ッ トがわずかに変化して いる ことが予想される o
8･ 塊 考 察
多く の グ ラム 陰性菌は艶色体上に遺伝子が存在す る蘭種特 異的セ フ ァ ロ ス ポリナ
- ゼを生産す る o そ
れらの 遺伝子の塩基配列が明らかに なり ､ そ の ほとん どはア ミ ノ酸配列 に基づく An,lblerの分頼で はクラ
ス C-tyl)tl に 属して いf=[
']
白 P･ ･t'4L,Ll
.gwi･5 の 蘭種特異的β- テクク マ
･ - ゼ は1968年以来【叫 ､ 広範閲の基質特
異性を持つ セ フ ァ ロ スポリナ - ゼとして知られて おり ､ ク ラ ス C/3- ラ グ 夕 マ
- ゼに属する と考えられてい
た ｡ 本研究の結果, P. v u19a ris K lβ- ラク夕 マ
- ゼはクラ ス A/プー ラ ク夕 マ
- ゼと30--70‰ ク ラス C/3- ラ
ク夕 マ - ゼとは1(K,以下の ア ミノ酸配列矧司性を示し ､ クラ ス A に属す る ことが証明されたo こ の事寛は
基質特異性に濃づく分類はア ミ ノ酸配列相同性とは必ずしも.L-･
- 致しない 実例で ある o
T E M-1P- ラク夕 マ - ゼ の Ⅹ線結晶解析によると Glu
lO4は油性中心ポケ ットを形成する残避の 1 つ であ
る(Fig8･2)o その 主鎖C =0 結合はAs n
132と水凍結合が推来されて おり､ SD N ルー プの 配置に寄与する
と考えられて い る o また Gl11
】041から ac.ylamido側鎖との相二百
'
.作用可瀧な位置に存在する o ア ミノ酸置換変
異による T E M塑シリ ー - ズ の遵賓特異性拡張型β- ラ クタ マ
- ゼ で は164位や238位の ア ミノ酸置換との 組
み 合わせで Lys
10咽 扱が報告されて いる o 本研究で は Klβ- テク夕 マ
- ゼ の A I O4E変異はオキシイミノ
糸 β- ラ クダ ム 期分解悟性に影静を与えず､ P･ v ulga ris の オキシイミ ノ系β
- ラクダム剤分解性に寄与しな
い こ とが明らかとな っ た｡
T EM -1β- ラ クダ マ
- ゼ の Ala237は活性中心ポケ ッ ト空間で Glu104の反対側の縁を形成して い るo Ala
237
の 主鎖 N_ H はテクタ ム環内の カ ル ポ ニ ル酸素と水素結合をして オキシア ニ オ ンホ
ー ル を形成すると考えら
れて い る o また主鎖 C= =0 はacyla mido 側鎖の N- H と水素結合をして基質結合に寄与すると考えられて
い る o T EM-1β- ラクタ マ
- ゼ の A la237の T hr置換が臨床分離β- ラク夕 マ - ゼの研究から ､ Asn置換が部
位特異的変異導入による研究からオキシ イミノ系β- ラ クダ ム却分解性上昇変異として報告されて い る o 本
研究の 結果 ､ K lβ- ラク夕 マ
- ゼ の S237 A変異酵素は通常の セ フ ァ ロ ス ポリン剤やペ ニ シ リ ン割に対する
kc at/K m 債は野生型の 52-340%であ っ たの に対し､ C X Mは1 8%であ っ たo こ の事実は K lβ
- テクタ マ -
ゼ の S｡r237はオヰシイミノ系β- ラク夕マ - ゼ分解性に対して 主要な寄与をして い ることが結論される o
-
方で S237 A変異酵素はセ フ ァ ロ ス ポリナ - ゼ型の基質特異性を残して い た o P･ v u19aris ♂- ラグタ マ
- ゼ
の示す他の クラス Aβ- ラクタ マ - ゼ と異なる基質特異性はSer
237の み で決定される わけで はなく､ 他残基
の寄与ある い は活性中心全体の形状の違い にもよることが予想される o
D D-p｡ptida5 eとCTXの複合体(アシ ル 中間体)の Ⅹ 線結晶構造【
56】はオキシイミ ノ系セフ ァ ロ ス ポ1)ン
剤の結合における2 37位の役割の重要性を示唆して い る ｡ 従来のセ フ ァ ロ ス ポリン剤である CET との複
合体で は K lβ- ラ ク夕 マ
- ゼ の Ser237に相当する T hr301の 側鎖は C ET の 7位側鎖との相互作用 はなく､
でE M- 1β- ラ ク夕 マ
- ゼと同様に でhr301の 主鎖C- 0 が 7位側鎖 N- H と水素結合をして い る o しかし､ オ
キ シイミ ノ系側鎖を持つ CTX との 複合体で は T hr
30 1の側鎖 OH が C T X 7位側鎖N Hと水素結合が形成さ
れ ､ 主鎖C =0 と7位 N-fIとの水素結合が消失して いf=[
･5 61
o T E M基質特異性拡張型β- ラクタ マ
- ゼ の
シリ ー ズ で発見されて いる Ala2
37の置換は Ser, As nの 2種類で い ずれも水素結合 a ceptorで あるこ とも
この推測を支持してい る o Ⅰく1β- ラ グ タ マ
- ゼ にお い て も237位に水素結合 a cc epto rを置くことで オキ シ
イ ミ ノ系セ フ ァ ロ ス ポリ ン剤との ア シ ル中間体あるい は遷移状態を安定化させ ､ 分解活性を上昇させて い
る と推測することができる ｡
p. vu19aris β- ラ ク 夕 マ
- ゼ の ようなセ フ ロ キ シ ム 分解型 クチス A β- ラ ク夕 マ
- ゼ は P･ v u19a ris, K ･
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第8 章 ク ロ ー ニ ン グと Se r2
37置換の基質特異性 ヘ の影響
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N H
/
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Fig 8･2 Sche m atic diagr a mlofβ- La cta m bin ding site･in T E M 七y pe P-1a c七a m a s e. Hydr oge n
bondingbetw e en七beβ-1a cta m 弧d 七beba ckbon egrolユpS Ofresidu e237isindic ated bydashedlin es. A B L
a min o a cidn u mbering are u sed.
o xyto caなど少数の菌種特異的P- ラクタ マ
- ゼ の存在のみが知られて い たo しか し､ 近年､ P. v ulga ris, K .
o xytocaβ- ラクタ マ - ゼと高い相同性を持つ プラ ス ミ ド性セ プ ロ キシ ム分解型クラス Aβ- ラ クタ マ - ゼが
報告されて い る【8 4]｡ オキシイミ ノ側鎖をもつ 第3世代セ フ ェ ム の 多用 に伴 い ､ 従来は マ イナ ー な存在で
あ っ たセ フ ロ キシム分解塑酵素の 臨床現場 へ の蔓延が懸念される ｡
1 1 2
総括
総 措
/.ヲー テ ク夕 ム剤は1940年代の 臨床使月]開始より耐性菌の 出現とこれを制圧するための新/3
- ラク夕ム剤開
発とが繰り返されてる ｡ 1980年代以降開発された簿3牡代セ フ ェ ム別にも既に数多くの耐性菌が出現して
い る o そ･ の申で基質特異性拡張型P- ラ グ 夕 マ -
- ゼ の 生産は敢新の /3- ラ ク夕ム剤に対する耐性を捜侍する
ための病原細菌の主薬な耽略の-I-･ つ である o 晶 即事輿性拡張型β- ラクダ マ - ゼは外来性の β- ラクタ マ
-
ゼ遺伝子を R プラ ス ミドにより港人するだけでなく､ 細菌の遺伝情報複聾抑引こ塩基匿換､ 盈複､ 組みかえ
な どにより､ 新型β- テク夕ム剤に適応するために自らの β- ラクタ マ
- ゼ適任子を変化させて い く分子進化
を伴う観略である o 本研究で は基質特異性拡張現象を分子レベ ル で理解するため に ､ 適任チエ学､ 蛋白質
エ学､ 酵薬化学の 手法を用 い て基質特異性拡張型β- ラ ク ダ マ
- ゼ の研究を行な っ たo
本研究により得られた結果を以下の 8点に要約した｡
1. a. fre u ndiiクラ ス CP- ラ クダ マ
- ゼの Gl112 19の ア ミノ酸置換とオキシイミノ系β- テク夕ム剤分解
悟性との相関性を検討した ｡ ア ミ ノ酸側観客横と相関性がある こと , 熟安定性との相関性､ 219位
へ の CIHgPhSOの付加によるオキ シイミノ系β- ラク夕ム剤分解暗性上昇､ な どからア ミ ノ敵側鎖
対基質の 1対1 の相互作用で はなく､ Helix 819 間)i, - プ の コ ン フ ォ メ
- シ ョ ン変化が原因である こ
とを明らかとした｡ (第2車)
2. クラ ス A β- ラク夕 マ
- ゼ の 必須酸性ア ミ ノ酸 Glu186に対応する C･ fre u ndiiβ- ラ グタ マ - ゼの
Asp
2 17
,
Glu219が機能ア ミノ酸で はない ことを確認し ､ さらに Helix 8-9 間ル
ー プ上の 他の酸性ア ミ
ノ酸をア ミノ酸配列と立体構造の 両面から検討した｡ その結果､ クラ ス Cβ- ラ クダ マ
- ゼ はクラ
ス Aβ- ラ ク夕 マ
- ゼとは異なり ､ この領域には触媒反応に直接関与する機能ア ミ ノ酸は存在しない
ことを明らか にした ｡ (第3章)
3. Helix 8_9間 ル ー プ上の 最も活性中心に近接する領域に対し､ 部位限局ラ ン ダム変異導入を行な っ た ｡
こ の領域中ではAsp
2 17
, Glu2 19以外にも216-224位の多くの種類のア ミ ノ酸置換により､ オキシイ
ミ ノ系 β- ラクタ ム剤分解晴性の上昇が観察され ､ オキ シイミ ノ系 β
- ラ クタム割高度耐性変異が高
い 確率で出現した . Eelix 8-9間)I/ - プはオキシイ ミ ノ系 β- ラクダ ム剤 へ の基質特異性拡張変異の
ホ ッ ト ス ポ ッ ト領域で ある と結論された｡ (第4章)
4. C. fre u ndiiGN 34 6β- ラク ダ マ
- ゼ とそ の E 219 K変異酵素に対し ､ オキ シイミ ノ系β- テ クタ ム割
による酵素阻害反応､ 加水分解反応につ い て詳細な酵素解析を行な っ た. Initial Bu rst､ プ ロ グ.レ ツ
シブ阻害反応 ､ 不括化進行反応 ､ 活性 回復反応な どの測定結果から2種類の安定性の 異なる不括化
酵素を発見した ｡ こ れに基づ き ､ 分岐型反応ス キ ー ム を捷案した 0 (第5車)
5. a. fre undiiク ラ ス Cβ- ラク夕 マ
- ゼ の in ･uitro 変異導入法により得られた知見をもとに ､ 臨床分
離菌にも基質特異性拡張型ク ラス C β- ラ ク 夕 マ
- ゼ による新耐性菌が出現して い ると予測された o
こ の予測に基づき ､ 臨床分離グラ ム 陰性菌の ス クリ
ー ニ ン グを行な っ た結果､ 基質特異性拡張型ク
ラ ス Cβ- ラクタ マ - ゼを産生する E. clo a c aeG Cl株を発見した ｡(第6章)
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6. GClβ- ラクダ マ - ゼ遺伝子のク ロ
ー ニ ン グを行ない ､ そ の 塩基配列を決定したo GClβ- ラ クタ マ -
ゼは211位から3 アミノ酸A la-V al- Arg の挿入変異によりオキシ イミ ノ系β- ラ ク ダム剤に基質特異
性が拡張してい ることを証明した . a. fre u ndiiβ- ラ ク ダ マ
- ゼ の in vitro 変異で蒐見したホ ッ ト ス
ポ ッ トと同様 ､ Helix 8-9間 ル ー プ上 の変異が基質特異性拡張の原因で あ っ たが ､ その 位置は予想よ
りも活性中心から離れた位置に存在した ｡ Gcュ♂- ラ クダ マ
- ゼ は臨床分離株からの 基質特異性拡張
型クラ ス Cβ- ラクタ マ
- ゼ の牡界初の報告である o (第6章)
7. Gc ュβ- テ クタ マ - ゼ の基質特異性拡 張要因を検討するために ､ Ala- Val- Arg挿入の かわりに 1から
4残基の Ala をそれぞれ挿入 した変異酵素を作成した｡ 変異酵素は Ala 挿入数の 増加と共に オキ シ
イミ ノ系β- ラクタム剤分解活性が上昇した｡ しか し､ 基質親和性は低下したo プ ロ グレ ッ シプ阻害
実験から ､ 活性回復過程､ すなわち E- A*の安定性と存在比 の低下が オキシイ ミ ノ系β- ラ クタム剤
分解活性上昇の原因であることを明らか に した｡ (第7章)
8. 菌種特異的β- ラクク マ - ゼ で あるがオキシイミ ノ系rβ- ラ ク タム剤分解性を持つ ことが知られて い
る P. v u19ahisP- ラグタ マ
- ゼの染色体性遺伝子の クロ ー ニ ン グを行な っ た. その ア ミノ酸配列から
特徴的基質特異性に寄与する残基と して AlalO4, ser2 37を予想した｡ A IO4 E, S23 7A変異酵素を作成
したと ころ ､ A IO4 Eは野生塑と同様な基質特異性プロ フ ァイ ル を示し､ P. i,u19arisj3- ラクタマ - ゼ
の 基質特異性にはなん ら寄与して い なか っ たo 一 方 ､ S237 A変異酵素は C X M分解性が低下し ､ オ
キシイミ ノ系β- ラクタム剤分解性 へ の寄与が示 された｡ (第8車)
本研究は主に2 つ の目的で行なわれ･た｡ 1 つ ほβ- ラク ダム剤を使用する臨床現場と新β- テクタ ム 剤の開
発現場に対して ､ 現在の耐性菌あるい は将来主流になる可能性のある耐性機構に つ い で情報を提供する こ
とである ｡ 2 つ めはβ- ラクダ マ - ゼ の 3次元構造情報に基づき ､ 耐性化機構を分子レベ ル で理解する こと
により ､ 新β- ラクタム剤開発時に有用な情報を捷僕する ことである ｡ G Cl株の発見に見られるように基質
特異性拡張変異β- ラクタ マ
- ゼ は試験管内の現象だけで はなく臨床の場に出現し増加しつ つ ある ｡ 基質特
異性拡張型 β- ラクタ マ - ゼは新β- ラクタム剤の大量使用による選択により､ 発生 ､ 増加する ｡ 基質特異
性拡張型 β- ラクタ マ - ゼ の 出現原皮を抑え ､ 薬剤の 効率的使用期間をの ばすため に適切な抗生物質使用法
の適用が望まれる . 本研究結果から得られた分子 レベ ルで の 酵素一葉剤相互作用に関する知見は ､ 今後､ 第
4､ 第5皆代β- テクタム剤をデザイ ン する上で耐性菌にも有効な構造の理論的基礎を与えたと考える ｡
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